





































































































































































































































O	 reposicionamento	 de	 fármacos	 aprovados	 é	 uma	 alternativa	 importante	 para	 a	
identificação	e	desenvolvimento	de	terapias,	agilizando	a	aprovação	de	medicamentos	com	
perfis	 de	 segurança	 e	 eficácia	 previamente	 estabelecidos	 em	 um	 contexto	 para	 novas	
aplicações	 terapêuticas.	 Novas	 indicações	 podem	 ser	 identificadas	 para	 moléculas	 de	
diferentes	origens	que	mostram	potencial	de	reposicionamento	agindo	sobre	um	alvo	novo	
ou	 previamente	 conhecido.	 Nesta	 tese,	 abordamos	 aspectos	 de	 reposicionamento	 do	
dipiridamol	em	duas	aplicações	diferentes.	O	dipiridamol	é	um	fármaco	vasodilatador	e	
antitrombótico	e	seus	efeitos	decorrem	da	sua	atividade	de	inibição	de	transportadores	de	
nucleosídeos	 e	 de	 fosfodiesterases.	 Primeiro,	 relatamos	 que	 em	 células	 de	 câncer	 de	
próstata	o	dipiridamol	promove	o	aumento	de	marcadores	da	autofagia	devido	ao	bloqueio	
do	 fluxo	 autofágico,	 interferindo	 no	 processo	 de	 maturação	 e/ou	 fechamento	 dos	
autofagossomos,	 prejudica	 a	 degradação	 de	 substratos	 da	 autofagia	 e	 reduz	 os	 níveis	
intracelulares	de	ATP.	O	bloqueio	do	fluxo	autofágico	mediado	pelo	dipiridamol	pode	ser	
revertido	 pelo	 tratamento	 com	 um	 inibidor	 de	 PKA,	 sugerindo	 que	 a	 inibição	 do	 fluxo	
autofágico	 resulta	 do	 aumento	 dos	 níveis	 intracelulares	 de	 cAMP.	 O	 tratamento	 com	
dipiridamol	apresenta	efeitos	antiproliferativos	 in	vitro	 isoladamente	ou	em	combinação	
com	quimioterápicos	em	linhagens	celulares	de	câncer	de	próstata.	Com	isso,	esse	trabalho	




células	 hospedeiras,	 os	 quais	 podem	 ser	 provenientes	 da	 reciclagem	 de	 nucleosídeos	
extracelulares	 através	 da	 via	 de	 salvamento.	 Mostramos	 que	 o	 dipiridamol	 inibe	 a	


















we	 approached	 aspects	 of	 dipyridamole	 repurposing	 for	 two	 different	 applications.	
Dipyridamole	 is	a	vasodilator	and	antithrombotic	drug	and	 its	major	effects	 involve	 the	





cancer	 cells.	 Autophagic	 flux	 blockage	 could	 be	 prevented	 by	 treatment	 with	 a	 PKA	
inhibitor,	 suggesting	 that	autophagic	 flux	 failure	mediated	by	dipyridamole	 results	 from	
increased	intracellular	levels	of	cAMP.	The	treatment	presents	antiproliferative	effects	in	
vitro	 alone	 and	 in	 combination	 with	 chemotherapy	 drugs.	 Collectively,	 these	 data	
demonstrate	 that	 dipyridamole	 can	 impair	 autophagic	 degradation,	 by	 preventing	 the	
normal	 autophagosomes	 maturation,	 and	 might	 be	 useful	 in	 combination	 anticancer	




dipyridamole	 inhibits	 Epstein-Barr	 Virus	 reactivation	 from	 B-cell	 lines,	 repressing	
immediate	early	and	early	genes	expression	mostly	through	its	ability	to	inhibit	nucleoside	
uptake.	 Considering	 its	 wide	 clinical	 use,	 dipyridamole	 repurposing	 could	 shortly	 be	
evaluated,	alone	or	in	combination	with	other	therapies,	to	treat	cancer	and	EBV-related	
diseases	or	to	investigate	applications	in	other	families	of	viruses.		










































































































Em	 situações	 fisiológicas,	 a	 autofagia	 ocorre	 em	 níveis	 basais,	 assegurando	 a	
reciclagem	contínua	de	conteúdos	celulares	envelhecidos,	desnecessários	ou	danificados.	
A	 autofagia	 basal	 medeia	 uma	 função	 homeostática	 fundamental,	 operando	
constantemente	como	um	sistema	de	controle	de	qualidade	intracelular.	Por	outro	lado,	o	
processo	 pode	 ser	 regulado	 positivamente	 em	 resposta	 a	 uma	 ampla	 variedade	 de	
estímulos,	 incluindo	 estresse	metabólico,	 oxidativo,	 patogênico	 e	 genotóxico,	 hipóxia	 e	
privação	 de	 fatores	 de	 crescimento,	 por	 exemplo.	 Muitas	 vezes,	 a	 autofagia	 induzida	




comum	 a	 entrega	 de	 componentes	 celulares	 aos	 lisossomos	 para	 degradação.	 Esses	
processos	 são	 classificados	 em	 três	 tipos:	 macroautofagia,	 microautofagia	 e	 autofagia	









são	 sequestrados	 por	 organelas	 delimitadas	 por	membrana.	 Ao	 contrário,	 as	 proteínas	
endereçadas	 à	 degradação	 contêm	 um	 motivo	 conservado,	 KFERQ,	 reconhecido	 pela	








desde	 o	 final	 dos	 anos	 1950,	 quando	 os	 lisossomos	 foram	 originalmente	 descritos	 por	
Christian	 de	 Duve.	 Alguns	 anos	 mais	 tarde,	 em	 análises	 de	 microscopia	 eletrônica,	 a	









estresse	 induzido	 pela	 privação	 de	 aminoácidos,	 o	 que	 promove	 modificações	 das	
proteínas	 ATGs,	 tanto	 alterações	 subcelulares	 como	modificações	 transcricionais	 e	 pós	
traducionais.	Nesse	 sentido,	 tem	grande	 importância	 na	 área	os	 estudos	desenvolvidos	
pelo	pesquisador	Yoshinori	Ohsumi,	quem	recebeu	o	Prêmio	Nobel	de	Fisiologia	e	Medicina	
em	2016	por	sua	contribuição	no	estudo	dos	mecanismos	de	autofagia.	






cuja	medida	pode	 indicar	de	 forma	mais	precisa	a	 taxa	de	 formação	e	de	conclusão	do	
processo	 (LOOS;	 DU	 TOIT;	 HOFMEYR,	 2014).	 O	 processo	 pode	 ser	 morfológica	 e	
funcionalmente	 dividido	 em	 cinco	 eventos:	 indução,	 nucleação,	 expansão,	 fusão	 e	








fusão	 e	 degradação)	 e	 as	 principais	 moléculas	 envolvidas	 no	 processo	 em	 mamíferos.	
Adaptado	de	ONZI,	2018.		
	
A	 indução	 da	 autofagia	 resulta	 no	 recrutamento,	 montagem	 de	 complexos	
funcionais	e	ativação	de	proteínas	ATGs	em	sítios	subcelulares	chamados	de	omegasomo	
(também	chamado	de	sítio	de	montagem	do	fagóforo	–	PAS),	onde	inicia	a	montagem	do	
fagógoro	 (também	 chamado	 de	 membrana	 de	 isolamento)	 e	 onde	 as	 proteínas	 do	
complexo	do	tipo	quinase	UNC51	(ULK)	–	que	é	composto	de	ULK1/ULK2,	ATG13,	FIP200	e	





complexo	 da	 fosfatidilinositol	 3-kinase	 de	 classe	 III	 (PI3K	 classe	 III)	 –	 consistindo	 da	
subunidade	catalítica	VPS34	(também	chamado	PIK3C3),	da	subunidade	regulatória	VPS15	




de	 disponibilidade	 de	 nutrientes	 se	 liga	 à	 Beclina-1	 e	 VPS34	 e	 promove	 a	 ligação	 do	
complexo	ao	citoesqueleto,	por	meio	da	 interação	com	a	proteína	motora	dineína.	Sob	
privação	 de	 nutrientes,	 AMBRA1	 é	 fosforilada	 por	 ULK1	 e	 o	 complexo	 é	 liberado,	
favorecendo	a	atividade	de	VPS34	e	a	formação	do	fagóforo	(RUSSELL;	YUAN;	GUAN,	2014).		
Em	parte,	o	processo	de	nucleação	pode	ser	visto	como	um	evento	de	amplificação	de	sinal,	
que	 resulta	 no	 recrutamento	 de	 proteínas	 que	 são	 necessárias	 para	 a	 expansão	 do	
fagóforo,	 onde	 o	 complexo	 PI3K	 classe	 III	 promove	 a	 produção	 local	 de	 um	 pool	 de	
fosfatidil-inositol	3-fosfato	 (PI3P),	 a	partir	de	 fosfatidilinositol,	o	qual	é	essencial	para	a	




No	 estágio	 de	 expansão,	 os	 membros	 da	 família	 WIPI	 (WD-repeat	 protein	
interacting	 with	 phosphoinositides)	 desempenham	 um	 papel	 importante	 no	
reconhecimento	de	PI3P	no	fagóforo	nascente	e	recrutam	os	sistemas	de	conjugação	de	
proteínas	que	promovem	a	expansão	do	autofagossomo	(PROIKAS-CEZANNE	et	al.,	2015).	
Existem	dois	 sistemas	 de	 conjugação	que	 envolvem	um	 sistema	de	 conjugação	do	 tipo	
ubiquitina,	assim	chamado	pela	semelhança	entre	os	processos,	que	contribuem	para	a	
expansão	do	fagóforo.	No	primeiro	evento	de	conjugação,	a	proteína	ATG12	é	conjugada	
covalentemente	 a	 ATG5,	 de	 maneira	 dependente	 da	 atividade	 de	 ATG7	 e	 ATG10.	 Em	




O	 segundo	 sistema	 de	 conjugação	 envolve	 a	 proteína	 Atg8,	 sendo	 o	 homólogo	
melhor	caracterizado	em	mamíferos	a	cadeia	leve	3	da	proteína	1	associada	a	microtúbulos	
(MAP1LC3;	também	conhecida	como	LC3).	A	particularidade	desse	sistema	está	no	fato	de	




ATG16L,	a	 LC3-I	 citosólica	é	 conjugada	covalentemente	à	PE,	 ancorada	à	membrana	do	
autofagossomo,	 passando	 então	 a	 ser	 nomeada	 LC3-II	 (GENG;	 KLIONSKY,	 2008,	 p.	 12).	
Embora	associada	à	membrana,	LC3-II	pode	ser	liberada	como	resultado	de	uma	segunda	
clivagem	 mediada	 por	 ATG4.	 O	 mecanismo	 de	 regulação	 e	 função	 desse	 segundo	
processamento,	 conhecido	 como	 desconjugação,	 não	 é	 completamente	 compreendido,	
mas	 parece	 ter	 pelo	 menos	 dois	 papéis:	 permitir	 a	 reciclagem	 de	 LC3	 e	 promover	 a	
expansão	 do	 autofagossomo	 e,	 concomitantemente,	 prevenir	 a	 fusão	 prematura	 do	
autofagossomo	com	lisossomo	(NAIR	et	al.,	2012;	NAKATOGAWA	et	al.,	2012,	p.	4).		
Embora	 diversos	 modelos	 têm	 sido	 usados	 para	 dissecar	 os	 mecanismos	
subjacentes	à	maturação	de	autofagossomos	e	fusão	aos	lisossomos,	essas	etapas	são	as	
menos	 compreendidas	 e	 a	maior	 fonte	 de	 informações	 provém	do	 estudo	 na	 levedura	
18 
 
Saccharomyces	 cerevisiae,	 devido	 à	 sua	 relativa	 simplicidade	 experimental	 e	 sua	
exploração	inicial	para	identificar	a	maquinaria	molecular	da	autofagia	(NAKATOGAWA	et	
al.,	2009).	
O	 alongamento	 gradual	 da	 membrana	 de	 isolamento	 resulta	 na	 expansão	 do	
fagóforo	em	uma	esfera	em	torno	de	uma	porção	do	citoplasma.	O	fagóforo	então	se	fecha	
em	uma	organela	 de	membrana	dupla,	 denominada	 autofagossomo,	 limitando	 assim	o	






Os	 autofagossomos	 recém-formados	 ainda	 possuem	 as	 proteínas	 ATG	 em	 sua	
superfície	e	tais	proteínas	podem	atuar	como	inibidores	no	recrutamento	e/ou	ativação	da	
maquinaria	de	fusão.	Por	isso,	durante	a	maturação	dos	autofagossomos	ocorre	a	remoção	
de	 PI3P	 e	 LC3	 e	 esse	 evento	 leva	 à	 liberação	 das	 proteínas	 ATG	 associadas	 ao	
autofagossomo.	A	perda	de	proteínas	ATG	é	provavelmente	acompanhada	pela	aquisição	
da	 maquinaria	 de	 fusão,	 que	 precisa	 estar	 ativa	 no	 momento	 certo,	 ou	 seja,	 após	 o	
fechamento	do	fagóforo,	para	evitar	a	fusão	prematura	(REGGIORI;	UNGERMANN,	2017).		
Os	autofagossomos	são	formados	aleatoriamente	em	todo	o	citoplasma,	ao	passo	




tráfego	 intracelular	 de	 membranas,	 particularmente	 com	 relação	 a	 três	 conjuntos	 de	
famílias	de	proteínas:	GTPases	Rab,	complexos	de	fixação	de	membrana	e	SNAREs	(soluble	
N-ethylmaleimide-sensitive	 factor	 attachment	 protein	 receptors)	 (NAKAMURA;	










fusão	 são	 eventos	 regulados	 separadamente	 e	 dois	 diferentes	 tipos	 de	 fusão	 podem	
ocorrer:	a	fusão	completa,	onde	uma	organela	híbrida	é	formada	ou,	mais	frequentemente,	
















No	 entanto,	 mais	 recentemente	 tem-se	 mostrado	 que	 a	 autofagia	 pode	 eliminar	
seletivamente	o	material	celular	supérfluo	ou	potencialmente	nocivo	e,	de	acordo	com	os	
componentes	endereçados	à	degradação,	a	chamada	carga	autofágica,	a	autofagia	pode	
receber	 nomes	 específicos,	 como	 mitofagia	 (mitocôndrias),	 nucleofagia	 (núcleo),		



















homeostase	 celular	 e	 adaptação	 a	 condições	 de	 estresse,	 o	 nível	 e	 especificidade	 da	
autofagia	devem	ser	finamente	controlados,	sendo	ativados	em	momentos	adequados	e	
reprimida	quando	desnecessária.	A	maioria	dos	estudos	descrevem	como	a	autofagia	é	
mantida	 em	 níveis	 basais	 em	 condições	 normais	 e	 como	 ela	 é	 ativada	 em	 diferentes	
circunstâncias	estimuladoras.	Menos	bem	compreendidos	são	os	mecanismos	que	regulam	











convergem	 para	 dois	 complexos	 de	 proteína	 cinase,	 mTOR	 (mechanistic	 target	 of	
rapamycin)	e	AMPK	(AMP-activated	protein	kinase),	os	quais	serão	discutidos	a	seguir.	As	
cascatas	 de	 transdução	 de	 sinal	 que	 operam	 downstream	 a	 esses	 sensores	 são	
interconectadas	 para	 controlar	 uma	 resposta	 autofágica	 cronologicamente	 coordenada	
para	manter	ou	reestabelecer	a	homeostasia	(Figura	2).		
A	disponibilidade	de	aminoácidos	regula	a	atividade	de	mTOR,	o	principal	sensor	




Os	 dois	 complexos	 respondem	 a	 diferentes	 sinais	 e	 produzem	 diferentes	 respostas.	
Enquanto	o	mTORC2	 regula	a	organização	do	citoesqueleto	e	a	 sobrevivência	celular,	o	
principal	papel	 celular	do	mTORC1	é	a	 integração	do	 controle	do	 crescimento	 celular	e	
autofagia	(RABANAL-RUIZ;	OTTEN;	KOROLCHUK,	2017).	mTORC1	é	composto	por	mTOR	e	
pelas	 proteínas	 PRAS40	 (Proline-Rich	 Akt	 Substrate	 40	 KDa),	 MLST8	 (MTOR-associated	
protein,	 LST8	 homolog),	 DEPTOR	 (DEP-domain-containing	MTOR-	 interacting	 protein)	 e	
RAPTOR	 (regulatory-associated	 protein	 of	 MTOR),	 esta	 tendo	 papel	 importante	 na	
regulação	da	atividade	do	complexo	por	interagir	com	Rag	e	responder	aos	sinais	de	AMPK,	
conforme	descrito	a	seguir.		




in	 brain).	 Ao	 ser	 ativada,	 Rag	 promove	 o	 recrutamento	 de	 mTORC1	 à	 membrana	 dos	
lisossomos,	 onde	 ocorre	 então	 sua	 ativação	 por	 RHEB	 (SANCAK	 et	 al.,	 2010).	 Nessas	
condições,	mTORC1	associa-se	ao	complexo	ULK1/2	e	promove	a	fosforilação	e	inibição	de	












que	 inibem	 a	 respiração	 mitocondrial	 (HARDIE;	 ROSS;	 HAWLEY,	 2012).	 A	 AMPK	 é	 um	
heterotrímero	cuja	ativação	depende	da	fosforilação	da	subunidade	catalítica	na	treonina-
172	 (Thr172)	 pelas	 quinases	 LKB1	 (liver	 kinase	 B1)	 ou	 CaMKKβ	 (calcium/calmodulin-
dependent	protein	kinase	kinase	2	β).	O	AMP	é	capaz	de	modular	diretamente	a	atividade	
da	 AMPK	 através	 de	 dois	 mecanismos	 distintos.	 Primeiro,	 o	 AMP	 pode	 estimular	 a	




via	 ativação	 do	 complexo	 TSC1/2	 (tuberous	 sclerosis	 1/2),	 um	 regulador	 negativo	 de	
mTORC1,	 e	 através	 da	 fosforilação	 negativa	 da	 subunidade	 RAPTOR	 (RUSSELL;	 YUAN;	
GUAN,	2014).	AMPK	também	pode	induzir	autofagia	de	maneira	direta,	independente	de	
mTOR,	 por	 meio	 da	 fosforilação	 e	 ativação	 de	 ULK1	 (KIM	 et	 al.,	 2011),	 bem	 como	
componentes	do	complexo	Beclin	1/	VPS34,	aumentando	a	atividade	da	PI3K	classe	III	(YU;	
LONG;	SHEN,	2015).			
A	 regulação	 de	 ULK1	 por	 mTORC1	 e	 AMPK	 proporciona	 um	mecanismo	 para	 a	
integração	 e	 balanço	 de	 sinais.	 Por	 exemplo,	 sob	 condições	 de	 limitação	moderada	 de	
glicose	e	aminoácidos	suficientes,	é	vantajoso	que	as	células	modulem	o	metabolismo,	mas	
não	iniciem	autofagia.	Sob	tais	condições,	a	ativação	da	AMPK	deve	alterar	o	metabolismo	
celular	 pela	 fosforilação	 de	 enzimas	 metabólicas	 para	 promover	 a	 utilização	 de	
aminoácidos	para	a	produção	de	energia.	Embora	AMPK	iniba	mTORC1,	esta	não	deve	ser	




autofagia.	 Portanto,	 a	 fosforilação	 de	 ULK1	 por	mTORC1	 e	 AMPK	 pode	 garantir	 que	 a	









1.3 Implicações	 e	 modulação	 da	 autofagia	 como	 alvo	 terapêutico	 em	 câncer	 de	
próstata	
No	 contexto	 da	 biologia	 do	 câncer,	 a	 autofagia	 pode	 estar	 envolvida	 tanto	 na	
sobrevivência	 celular	 e	 resistência	 a	 tratamentos	 quanto	 na	 supressão	 tumoral,	
dependendo	do	tipo	celular,	contexto	genético	e	estágio	de	desenvolvimento	do	tumor.	
Por	um	lado,	a	autofagia	pode	inibir	a	transformação	maligna,	refletindo	sua	capacidade	
de	 limitar	 o	 acúmulo	 de	 componentes	 celulares	 tóxicos	 potencialmente	 oncogênicos,	
preservando	a	estabilidade	genômica	 (GALLUZZI	et	al.,	2015).	Por	outro	 lado,	 como	um	
mecanismo	de	favorecimento	da	sobrevivência	e	resistência,	a	autofagia	pode	ser	usada	


















autofagia	possui	uma	atuação	pró-tumoral	nos	 tumores	 já	desenvolvidos,	 suportando	a	




células	 (WHITE;	 MEHNERT;	 CHAN,	 2015).	 Essa	 conclusão	 é	 suportada	 por	 dados	 que	
indicam	 que	 defeitos	 na	 maquinaria	 da	 autofagia	 geralmente	 reduzem	 a	 proliferação,	
disseminação	e	potencial	metastático	(MOWERS;	SHARIFI;	MACLEOD,	2017).	Além	disso,	




genes	 relacionados	 à	 autofagia	 e	 biogênese	 lisossomal	 promovem	 progressão	 tumoral	
(BLESSING	et	al.,	2016)	e	promove	resistência	à	terapia	hormonal	e	por	quimioterápicos	
(BENNETT	et	al.,	2013;	NGUYEN	et	al.,	2014).		
O	 câncer	 de	 próstata	 (PCa)	 é	 a	 segunda	 forma	mais	 comum	 de	 câncer	 no	 sexo	
masculino	 e	 uma	 das	 principais	 causas	 de	 morte	 por	 câncer.	 Se	 diagnosticado	
precocemente,	pode	ser	tratado	eficientemente	com	a	cirurgia	de	remoção	da	glândula	
(prostatectomia)	 e/ou	 radioterapia	 (LITWIN;	 TAN,	 2017).	 Porém,	 em	 muitos	 pacientes	




terapia,	 chamada	 de	 terapia	 de	 privação	 androgênica	 (ADT)	 ou	 terapia	 de	 supressão	
androgênica,	é	reduzir	os	níveis	de	hormônios	androgêncicos,	em	particular,	a	testosterona	
e	 di-hidrotestosterona.	 A	 hormonioterapia	 pode	 envolver	 castração	 cirúrgica	





resistência	 a	 essa	 terapia,	 um	 estágio	 da	 doença	 conhecido	 como	 câncer	 de	 próstata	





de	androgênios)	 ou	 aumento	da	produção	de	 androgênio	 intratumoral	 (NGUYEN	et	 al.,	




o	 tratamento	 de	 primeira	 linha	 	 ou	 a	 associação	 com	 compostos	 de	 platina,	 como	
tratamento	de	segunda	linha	(TEPLY;	HAUKE,	2016).	Apesar	de	sua	boa	resposta	inicial	e	


















da	 sinalização	 androgênica	 em	 PCa	 e	 a	 expressão	 deles	 é	 essencial	 para	 promover	 a	
proliferação	mediada	por	androgênios.	Além	disso,	a	expressão	aumentada	desses	genes	
em	 amostras	 de	 pacientes	 correlaciona	 com	 pior	 prognóstico	 e	 essa	 assinatura	 gênica	
correlaciona	 com	 a	 assinatura	 gênica	 de	 alvos	 transcricionais	 de	 AR	 em	 tumores	
metastáticos	 (BLESSING	 et	 al.,	 2016), sugerindo	 que	 esse	 subconjunto	 de	 genes	
relacionados	à	autofagia	contribui	para	a	progressão	metastática	da	doença.	Tragicamente,	




transitória	 e	 a	 autofagia	 potencialmente	 contribui	 para	 isso,	 a	 sua	 inibição	 genética	 ou	
farmacológica	 tem	 sido	 explorada	 em	modelos	 pré-clínicos	 e	 clínicos.	 Os	 inibidores	 de	
autofagia	são	tipicamente	classificados	pelo	estágio	em	que	eles	inibem	o	fluxo	autofágico.	
Os	 inibidores	 do	 estágio	 inicial	 interferem	 na	 formação	 dos	 autofagossomos.	
Alternativamente,	 os	 inibidores	 da	 fase	 tardia	 têm	 como	 alvo	 a	 maturação,	 fusão	 aos	
lisossomos	 ou	 bloqueio	 da	 degradação	 lisossomal,	 como	 por	 exemplo	 a	 cloroquina,	
hidroxicloroquina	 e	 Bafilomicina	A1,	 que	 bloqueiam	o	 fluxo	 autofágico	 pela	 inibição	 da	
acidificação	lisossomal	e,	com	isso,	impedem	a	degradação	enzimática	(YANG	et	al.,	2011).		
Os	 inibidores	 de	 fase	 tardia	 são	 os	 que	 têm	 demonstrado	 maior	 aplicabilidade	
clínica.	A	 cloroquina	e	a	hidroxicloroquina	–	aminas	 lisossomotrópicas	 tradicionalmente	
usadas	no	tratamento	da	malária	e	da	artrite	reumatoide	–	são	fármacos	baratos	e	têm	
perfis	farmacocinéticos	bem	conhecidos,	facilitando	seu	uso	em	ensaios	clínicos	(MANIC	et	
al.,	 2014).	 Especificamente	para	PCa,	esses	 fármacos	 têm	sido	empregados	em	estudos	
clínicos	 de	 fase	 I	 e	 II	 em	 tratamentos	 isolados	 ou	 combinados	 à	 ADT	 ou	 quimioterapia	
(FARROW;	 YANG;	 EVANS,	 2014).	 Uma	 importante	 limitação	 desses	 tratamentos	 é	 que	




resulta	 em	 níveis	 nanomolares	 e,	 embora	 a	 autofagia	 seja	 influenciada	 e	 resulte	 em	
benefício	 clínico	 em	 alguns	 casos,	 esse	 fator	 contribui	 para	 a	 eficácia	 limitada	







acesso	 em	 setembro	 de	 2019).	 Outros	membros	 bem	 conhecidos	 dessa	 família	 são	 os	
pertencentes	 à	 subfamília	Alphaherpesvirinae	 (como	Human	 alphaherpesvirus	 1	e	 2	 do	















mundial	 esteja	 infectada	 com	 o	 vírus.	 O	 primeiro	 contato	 de	 um	 indivíduo	 com	 EBV	
geralmente	 acontece	 na	 primeira	 década	 de	 vida	 e	 resulta,	 normalmente,	 em	 infecção	
29 
 
assintomática.	 A	 primo-infecção	 na	 adolescência	 ou	 na	 idade	 adulta	 é	 frequentemente	
acompanhada	por	uma	doença	linfoproliferativa	conhecida	como	mononucleose	infecciosa	
(GUIDRY;	BIRDWELL;	SCOTT,	2018).	
Embora	 a	 maioria	 das	 infecções	 sejam	 assintomáticas,	 benignas	 ou	 bem	
controladas,	o	EBV	foi	o	primeiro	vírus	oncogênico	humano	a	ser	descoberto.	Estima-se	





O	 EBV	 está	 relacionado	 também	 a	 outras	 doenças	 de	 natureza	 linfocítica,	 tais	 como	 a	








A	 estrutura	 do	 virion	 do	 EBV	 consiste	 em	 um	 núcleo	 de	 proteína	 em	 forma	 de	
toróide	envolvido	com	o	DNA	viral	dentro	de	um	capsídeo,	um	tegumento	viral	que	reveste	
o	espaço	entre	o	nucleocapsídeo	e	o	envelope	externo.	O	genoma	é	composto	por	um	DNA	












caracterizada	 pela	 expressão	 limitada	 de	 um	 subconjunto	 de	 genes	 e	 a	 expressão	
inapropriada	desses	genes	contribui	para	o	desenvolvimento	dos	tumores	associados	ao	
vírus	 (THORLEY-LAWSON,	 2001).	 O	 padrão	 de	 expressão	 dos	 genes	 virais	 de	 latência	
depende	 do	 tipo	 celular	 infectado	 ou	 do	 nível	 de	 diferenciação	 dos	 linfócitos	 B.	
Normalmente,	de	acordo	com	o	padrão	de	expressão	gênica,	pode-se	distinguir	em	quatro	
classes	 de	 latência,	 caracterizados	 por	 padrões	 de	 expressão	 gênica	 progressivamente	
















como	 “latência	 II”	 ou	 programa	 padrão,	 permitindo	 que	 essas	 células	 infectadas	
sobrevivam.	Ao	dividirem-se,	os	linfócitos	B	deixam	os	centros	germinativos	dos	folículos	
linfoides	e	o	EBV	persiste	em	uma	fração	das	células	com	expressão	apenas	da	proteína	




memória	 que	 não	 se	 dividem)	 (Figura	 4)	 (DECKER;	 KLAMAN;	 THORLEY-LAWSON,	 1996;	
HATTON	et	al.,	2014).		




tecido	 linfoide	 associado	 a	 mucosa	 orofaríngea.	 Embora	 muito	 se	 saiba	 sobre	 as	 vias	
moleculares	 envolvidas	 na	 reativação	 viral,	 o	 que	 a	 desencadeia	 in	 vivo	 não	 é	 bem	
compreendido.	 In	 vitro,	 o	 EBV	 em	 estado	 latente	 em	 células	 B	 pode	 ser	 reativado	
estimulando-se	os	receptores	de	célula	B	com	anticorpos	anti-imunoglobulina	(TAKADA,	
1984).	Portanto,	presume-se	que	a	 reativação	 in	vivo	pode	ocorrer	quando	as	células	B	





temporais	 de	 produtos	 de	 genes	 líticos:	 immediate-early	 (IE),	 early	 (E)	 e	 late	 (L).	
Primeiramente,	em	resposta	ao	estímulo	de	reativação,	ocorre	a	expressão	de	dois	genes	
IE,	BZLF1	 (Zta,	 Z,	 ZEBRA	ou	EB1)	e	BRLF1	 (Rta,	R	ou	EB2).	Ambos	os	genes	 IE	 codificam	
ativadores	 transcricionais	 e	 induzem	 a	 expressão	 de	 genes	 E,	 tais	 como	 a	 subunidade	
catalítica	da	DNA	polimerase	BALF5,	o	fator	de	processividade	da	DNA	polimerase	BMRF1	
ou	 EaD,	 a	 primase	 BSLF1,	 a	 helicase	 BBLF4,	 o	 complexo	 helicase/primase	 BBLF2/3	 e	 a	
proteína	de	ligação	a	DNA	de	fita	simples	BALF2.	Essas	proteínas	operam	para	a	expressão	







A	 expressão	 de	 genes	 L,	 que	 codificam	 para	 proteínas	 estruturais,	 tais	 como	
proteínas	do	capsídeo	e	glicoproteínas,	só	inicia	após	a	replicação	do	DNA	viral.	À	medida	
que	 ocorre	 a	 clivagem	 do	 genoma	 viral	 em	 DNA	 linear,	 as	 estruturas	 icosaédricas	 de	
capsídeo	 incorporam	 o	 genoma	 viral,	 formando	 o	 nucleocapsídeo,	 que	 brotam	 da	






menos	 cinco	 estágios	 diferentes:	 (1)	 entrada,	 (2)	 infecção,	 (3)	 proliferação,	 (4)	
diferenciação,	(5)	persistência	e	(6)	reativação.	a	–	infecção	primária:	o	vírus,	transmitido	
pela	 saliva,	 estabelece	 um	 foco	 primário	 de	 replicação	 lítica	 no	 epitélio	 da	mucosa	 da	
orofaringe,	 se	 espalha	 para	 tecidos	 linfoides	 e	 infecta	 linfócitos	 B.	 Durante	 a	 infecção	
primária,	 linfócitos	 B	 virgens	 infectados	 pelo	 EBV	 são	 transformados	 e	 iniciam	 a	
proliferação,	expressando	todos	os	genes	de	latência	(latência	III).	Muitas	dessas	células,	
altamente	 imunogênicas,	 são	 removidas	 pela	 resposta	 primária	 de	 linfócitos	 T.	 O	 vírus	
regula	 negativamente	 a	 expressão	 gênica	 de	 proteínas	 imunogênicas	 e	 os	 linfócitos	
infectados	entram	nos	folículos,	expandem	e	formam	centros	germinativos,	onde	apenas	




que	 a	 infecção	 de	 células	 de	 memória	 pré-existentes	 é	 uma	 rota	 direta	 para	 o	
estabelecimento	do	reservatório	de	células	infectadas.	b	–	infecção	latente	e	reativação:	
o	 reservatório	 de	 linfócitos	 B	 de	memória	 infectados	 pelo	 EBV	 fica	 sujeito	 ao	 controle	
fisiológico	 de	 diferenciação	 e	 migração	 de	 linfócitos	 B.	 Ocasionalmente,	 as	 células	
infectadas	 pelo	 EBV	 podem	 ser	 recrutadas	 aos	 centros	 germinativos	 em	 decorrência	 a	
infecções	não	relacionadas,	o	que	implica	na	ativação	de	diferentes	programas	de	latência,	
podendo	 reentrar	 no	 reservatório	 como	 células	 de	 memória	 ou	 se	 diferenciar	 em	
plasmócitos	e	reativar	o	ciclo	lítico	viral.	Os	vírus	liberados	infectam	as	células	epiteliais	da	
mucosa	da	orofaringe,	onde	realizam	replicação	lítica	e	são	liberados	na	saliva,	ou	também	
























de	 células	 tronco	 hematopoiéticas	 ou	 transplante	 de	 órgãos	 sólidos,	 em	 que	 a	 terapia	
imunossupressora	é	usada	para	controlar	a	rejeição	do	enxerto,	aumentando	a	carga	viral	
do	EBV	no	sangue	e	na	saliva	(NIKOOBAKHT	et	al.,	2011;	RASCHE	et	al.,	2014).	Em	pacientes	
transplantados,	 a	 perda	 do	 controle	 da	 proliferação	 linfocitária	 pode	 ser	 devida	 à	
reativação	viral	em	um	indivíduo	soropositivo	ou	pode	resultar	da	infecção	pela	exposição	
ao	 tecido	 do	 doador	 infectado	 em	 um	 indivíduo	 soronegativo.	 Independentemente	 da	
fonte,	 a	 imunossupressão	 pode	 levar	 o	 sistema	 imunológico	 a	 perder	 o	 controle	 da	




FDA	 (Food	 and	 Drug	 Administration)	 ou	 da	 EMA	 (European	 Medicines	 Agency)	 para	
tratamento	da	infecção	pelo	EBV	(ANDREI;	TROMPET;	SNOECK,	2019).	Uma	provável	razão	
para	 o	 insucesso	 dos	 antivirais	 na	 terapia	 da	MI	 pode	 ser	 atribuída	 ao	 fato	 de	 que	 os	
sintomas	 e	 sinais	 da	 doença	 não	 são	 consequências	 diretas	 da	 replicação	 viral,	mas	 da	
resposta	imunológica	mediada	por	linfócitos	T	citotóxicos	contra	os	linfócitos	B	infectados	






imunossupressores,	 como	 corticoides,	 possa	 ter	 um	 impacto	 positivo	 nessa	 fase	 da	
infecção.	Embora	essa	seja	uma	prática	médica	frequente,	estudos	clínicos	mostram	que	
essa	 combinação	 não	 reduz	 as	 complicações	 da	 infecção	 nem	 a	 duração	 dos	 sintomas	
(THOMPSON;	DOERR;	HENGERER,	2005).		
Os	medicamentos	antivirais	 atualmente	disponíveis	 como	candidatos	para	 tratar	
infecções	 pelo	 EBV	 podem	 ser	 divididos	 em	 dois	 grupos,	 com	 base	 na	 capacidade	 de	
interferir	 ou	 não	 a	 DNA	 polimerase	 viral.	 Os	 análogos	 de	 nucleosídeos	 (aciclovir,	
penciclovir,	 ganciclovir	 e	 seus	 pró-fármacos	 valaciclovir,	 famciclovir,	 valganciclovir,	
respectivamente)	e	o	análogo	de	nucleotídeo	cidofovir	possuem	uma	alta	afinidade	pela	
DNA	 polimerase	 viral,	 sendo	 incorporados	 durante	 a	 replicação	 viral	 e	 provocando	 a	
interrupção	da	síntese.	O	análogo	de	pirofosfato	foscavir	liga-se	à	DNA	polimerase	viral	e	
bloqueia	 a	 clivagem	 de	 pirofosfato	 dos	 dNTPs,	 interrompendo	 a	 síntese	 do	 DNA	 (DE	
CLERCQ;	LI,	2016).	O	segundo	grupo	inclui	dois	fármacos	que	não	interferem	na	atividade	
da	 DNA	 polimerase.	 O	 composto	 BDCRB	 (1-H-β-d-ribofuranoside-2-bromo-5,6-
dichlorobenzimida-zole)	inibe	enzimas	virais	que	promovem	a	clivagem	dos	concatâmeros	
de	 DNA	 viral,	 mas	 teve	 uso	 clínico	 abandonado	 por	 ser	 rapidamente	 inativado	 in	 vivo	
(UNDERWOOD	et	al.,	2004).	Maribavir,	um	derivado	de	BDCRB	que	teve	uso	aprovado	no	
tratamento	de	infecção	por	citomegalovírus	mas	com	atividade	também	demonstrada	para	
EBV,	 atua	 inibindo	 a	 proteína	 cinase	 viral	 UL97	 que,	 em	 ultima	 análise	 interfere	 na	








bem	 caracterizados	 no	 desenvolvimento	 de	 tumores	 associados	 ao	 EBV.	 O	 efeito	
combinado	 dessas	 proteínas	 contribui	 para	 a	 transformação	 celular	 e	 carcinogênese	






papel	 das	 proteínas	 expressas	 durante	 a	 fase	 de	 latência,	 um	 conjunto	 crescente	 de	
evidências	sugere	que	a	replicação	lítica	do	EBV	também	contribui	direta	e	indiretamente	
para	 a	 carcinogênese	 associada	 ao	 EBV	 (LI	 et	 al.,	 2016).	 A	 ativação	 da	 replicação	 lítica	
promove	a	produção	viral,	levando	ao	aumento	do	número	de	células	infectadas	e	também	
contribui	para	a	 transformação	de	 linfócitos	B	 in	vitro	 (KATSUMURA;	MARUO;	TAKADA,	
2012).	Além	disso,	linfócitos	B	sob	infecção	viral	lítica	secretam	fatores	que	promovem	a	
proliferação	de	linfomas	de	células	B	 in	vivo,	como	o	fator	de	crescimento	de	linfócito	B	
interleucina	 6	 (IL-6)	 (JONES	 et	 al.,	 2007)	 e	 citocinas	 imunossupressoras	 (IL-10	 e	 TGF-b)	
(CAYROL;	FLEMINGTON,	1995;	JOG	et	al.,	2018).	A	ligação	direta	entre	a	expressão	lítica	e	
o	desenvolvimento	de	linfomas	foi	demonstrada	em	estudos	em	que	mutantes	de	EBV	que	
não	 ativam	 a	 replicação	 lítica	 não	 promovem	 o	 desenvolvimento	 de	 doença	





a	 infecção	 latente.	 A	 reativação	 recorrente	 (FANG	 et	 al.,	 2009),	 a	 DNase	 viral	 BGLF5,	
classificada	como	uma	proteína	da	fase	E	do	ciclo	 lítico	 (WU	et	al.,	2010)	e	BALF3,	uma	
proteína	 homóloga	 da	 terminasse	 (CHIU	 et	 al.,	 2014,	 p.	 3),	 promovem	 instabilidade	
genômica	em	células	de	 carcinoma	nasofaríngeo	 favorecendo	a	progressão	 tumoral.	 	A	
secreção	 de	 fatores	 angiogênicos	 por	 linfócitos	 B	 (fator	 de	 crescimento	 do	 endotélio	
vascular	[VEGF]	e	IL-8)	(HONG	et	al.,	2005b;	HSU	et	al.,	2008,	p.	8)	e	de	metaloproteinases	
(LU	et	al.,	2003;	YOSHIZAKI	et	al.,	1999)	pelas	células	 tumorais	 também	é	 induzida	pela	
proteína	Zta,	ressaltando	a	atuação	da	ativação	do	ciclo	lítico	na	invasão	e	metástase	de	
carcinomas	 de	 origem	 epitelial.	 Outro	 gene	 expresso	 na	 fase	 E,	 BARF1,	 codifica	 uma	





Devido	 ao	papel	 do	 ciclo	 lítico	 do	 EBV	na	 carcinogênese	 e	 a	 escassez	 de	drogas	










leva	 um	 tempo	na	 faixa	 de	 10	 a	 16	 anos,	 com	uma	 taxa	 de	 sucesso	 de	 aprovação	 nos	
estudos	clínicos,	em	média,	menor	de	10%	(TAKEBE;	IMAI;	ONO,	2018).	As	altas	taxas	de	
insucesso	 são	 decorrentes	 principalmente	 da	 insuficiência	 de	 eficácia	 ou	 segurança,	 da	




medicamentos	 já	 existentes.	 Nesse	 sentido,	 o	 reposicionamento	 de	 fármacos	 é	 uma	
estratégia	para	identificar	novos	usos	para	medicamentos	aprovados	ou	em	investigação	
que	estão	fora	do	escopo	da	indicação	médica	original	(ASHBURN;	THOR,	2004).			




















Tipicamente,	 uma	 estratégia	 de	 reposicionamento	 de	 fármaco	 consiste	 em	 três	
etapas:	 identificação	de	uma	molécula	 candidata	para	uma	dada	 indicação	 (geração	de	
hipóteses),	avaliação	do	efeito	da	droga	em	modelos	pré-clínicos	e	avaliação	da	eficácia	em	







em	análises	 retrospectivas	de	dados	clínicos	 têm	 identificado	um	número	promissor	de	




As	 abordagens	 experimentais	 para	 elucidar	 sistematicamente	 novas	 interações	







ensaios	 celulares	 investigam	 drogas	 que	 induzem	 uma	 alteração	 desejada	 no	 fenótipo	
celular,	como	por	exemplo	triagens	de	alto	rendimento	para	identificar	fármacos	de	uso	
clínico	 aprovado	 capazes	 de	modular	 autofagia	 (ZHANG	 et	 al.,	 2007),	 induzir	 apoptose	
(ANTCZAK	et	al.,	2009)	ou	 inibir	a	proliferação	de	células	tumorais	(ILJIN	et	al.,	2009).	A	




Dado	 o	 grande	 número	 de	 possíveis	 alvos	 proteicos	 e	 drogas	 existentes,	 as	
abordagens	 experimentais	 são	 inviáveis	 para	 testar	 todas	 interações	 possíveis.	 Nesse	
sentido,	surgiram	as	abordagens	computacionais,	em	grande	parte	baseadas	em	bancos	de	
dados,	envolvendo	a	análise	sistemática	de	dados	de	qualquer	tipo,	tais	como	expressão	
gênica,	 estrutura	 química,	 genótipos	 ou	 dados	 proteômicos	 ou	 registros	 eletrônicos	 de	
estudos	 clínicos,	 que	 podem	 levar	 à	 formulação	 de	 hipóteses	 de	 reposicionamento	
(PUSHPAKOM	et	al.,	2018).	A	maioria	dos	métodos	usa	a	predição	de	alvos	baseado	na	













sinérgicas	 tem	 permitido	 a	 identificação	 de	 um	 grande	 número	 de	 candidatos	
reposicionáveis,	 historicamente	 o	 reposicionamento	 de	 fármacos	 tem	 sido	 em	 grande	
parte	oportunista	e	a	maioria	dos	exemplos	de	sucesso	até	o	momento	não	envolveram	
abordagens	 sistemáticas,	 mas	 foram	 identificados	 de	maneira	 fortuita.	 Por	 exemplo,	 a	
talidomida,	inicialmente	prescrita	às	mulheres	grávidas	como	sedativo	e	para	prevenção	

















através	 de	 observações	 de	 efeitos	 colaterais	 em	 estudos	 clínicos.	 Abordagens	 mais	





impulsionada	 pelo	 paradigma	 de	 terapias	 direcionadas,	 a	 indústria	 farmacêutica	 tem	
dedicado	esforços	para	desenvolver	com	sucesso	novos	medicamentos	oncológicos	com	
direcionamento	para	alvos	cada	vez	mais	específicos,	como	enzimas,	cinases	ou	inibidores	
de	 receptores	 de	 fatores	 de	 crescimento	 (BAUDINO,	 2015).	 Apesar	 do	 enorme	
financiamento	público	e	privado	e	do	entusiasmo	inicial	com	terapias	direcionadas,	grande	
parte	 dos	 resultados	 são	 desapontadores.	 As	 principais	 razões	 científicas	 para	 falhas	
repetidas	de	 tais	 abordagens	 terapêuticas	 são	atribuídas	às	abordagens	 reducionistas	e	













5%,	 valor	 abaixo	 da	metade	 se	 comparado	 à	 taxa	 média	 de	 sucesso	 para	 todas	 áreas	
terapêuticas,	de	aproximadamente	11%	para	o	mesmo	período	de	análise	(KOLA;	LANDIS,	












“hard	 repurposing”	 (PANTZIARKA;	 BOUCHE;	 ANDRÉ,	 2018).	 Na	 busca	 por	 fármacos	
candidatos	ao	reposicionamento	no	contexto	desta	última	categoria,	surgiu	o	projeto	“The	
Repurposing	 Drugs	 in	 Oncology	 (ReDO)	 Project”	 (acesso	 em	 http://www.redo-
project.org/).		
O	 projeto	 ReDO	 criou	 um	 bando	 de	 dados,	 continuamente	 em	 atualização,	 que	























milhares	 de	 compostos	 antivirais	 têm	 sido	 propostos	 na	 literatura	 e	mais	 de	 200	 vírus	
foram	 descobertos	 (DE	 CLERCQ;	 LI,	 2016).	 Além	 dos	 vírus	 reconhecidamente	 alvos	 de	
terapias	antivirais	ou	vacinas,	um	grande	número	de	doenças	 infecciosas	emergentes	e	
reemergentes,	 sem	 qualquer	 tratamento	 licenciado,	 continuam	 afetando	 milhões	 de	
pacientes.		
Além	 de	 todas	 vantagens	 já	 mencionadas,	 os	 estudos	 de	 reposicionamento	
representam	 uma	 fonte	 constante	 de	 novos	 conhecimentos	 em	 virologia,	 assim	 como	
moléculas	 com	 propriedades	 antivirais	 anteriormente	 não	 descritas	 podem	 ser	 usadas	
como	ferramentas	na	descoberta	de	mecanismos	moleculares	de	replicação	e	patogênese	
viral.	 Em	 muitos	 casos,	 estudos	 de	 reposicionamento	 apontam	 vias	 celulares	
anteriormente	 inexploradas,	 transformando-as	 em	 alvos	 para	 novas	 estratégias	
terapêuticas.	Esse	caso	é	exemplificado	pelo	estudo	de	reposicionamento	que	identificou	
a	 atividade	 do	 fármaco	 antitumoral	 imatinib	 na	 inibição	 da	 replicação	 de	 coronavírus	
(DYALL	 et	 al.,	 2014)	 e	 posteriormente	 a	 identificação	 da	 via	 da	 proteína	 Abelson	 (ABL)	
tirosina	cinase	como	essencial	para	a	entrada	do	vírus	nas	células	(COLEMAN	et	al.,	2016).	
Podem	ser	definidos	 três	 cenários	diferentes	de	 reposicionamento	para	 terapias	
antivirais,	 dependendo	 se	 a	 molécula	 investigada	 tem	 atividade	 antiviral	 previamente	
conhecida:	
1) Mesmo	alvo	–	novo	vírus:	quando	um	fármaco	possui	como	alvo	uma	função	viral	










3) Novo	 alvo	 –	 nova	 indicação:	 quando	 um	 fármaco	 aprovado	 com	 atividade	
estabelecida	 em	 uma	 via	 ou	 mecanismo	 específico	 apresenta	 um	 novo	 alvo	




Moléculas	 com	 potencial	 de	 reposicionamento	 contra	 doenças	 virais	 têm	 sido	
identificadas	a	partir	de	bibliotecas	de	pequenas	moléculas,	tanto	aprovadas	quanto	em	
desenvolvimento,	e	outros	compostos	com	bioatividade	conhecida,	incluindo	compostos	











Em	 1951,	 a	 partir	 de	 uma	 nova	 estrutura	 resultante	 da	 fusão	 de	 dois	 anéis	 de	
pirimidina,	vários	compostos	foram	sintetizados	usando	essa	estrutura	básica.	Um	desses	
compostos,	quando	testado	farmacologicamente	em	animais,	mostrou	efeito	na	circulação	
coronariana,	 promovendo	 vasodilatação	 e	 aumento	 do	 fluxo	 sanguíneo,	 sem	 efeito	







tratamento	 da	 angina	 e	 prevenção	 de	 infarto	 do	 miocárdio.	 Porém,	 estudos	 clínicos	




para	 continuar	 tais	 indicações	 para	 o	 dipiridamol	 (GIBBS;	 LIP,	 1998).	 No	 entanto,	 o	
dipiridamol	injetável	continua	tendo	indicação	licenciada,	inclusive	no	Brasil	pela	Anvisa,	
como	 auxiliar	 em	 testes	 diagnósticos,	 no	 teste	 ergométrico	 e	 na	 ecocardiografia	 para	
avaliar	 a	 circulação	 nas	 artérias	 coronárias	 e,	 por	mimetizar	 e	 ser	 tão	 eficaz	 quanto	 os	
efeitos	de	esforço	físico,	é	usado	particularmente	como	alternativa	para	pacientes	que	não	
podem	realizar	exercício	adequadamente	(VIDAL	et	al.,	2015).		
Os	 efeitos	 antiplaquetários	 do	 dipiridamol	 foram	 demonstrados	 em	 animais	 e	
humanos,	e	desde	então,	tem	sido	atribuído	como	um	agente	antitrombótico	(KIM;	LIAO,	
2008).	As	propriedades	biológicas	do	dipiridamol	que	promovem	vasodilatação	e	inibição	




pelo	 dipiridamol	 e	 do	 envolvimento	 no	 metabolismo	 de	 nucleotídeos,	 esse	 tema	 será	
abordado	em	maiores	detalhes	a	seguir.		
Por	inibir	transportadores	de	nucleosídeos	das	plaquetas	e	das	células	sanguíneas	e	
endoteliais,	 o	 dipiridamol	 inibe	 a	 captação	 de	 adenosina,	 levando	 ao	 aumento	 da	 sua	
concentração	plasmática	em	60%	(GERMAN;	KREDICH;	BJORNSSON,	1989),	que	por	sua	vez	


















mostrou	que	a	 tal	 combinação	é	mais	que	duas	 vezes	mais	efetiva	que	os	 tratamentos	








previne	a	 captação	de	nucleosídeos	de	células	 sanguíneas	por	 inibir	os	 transportadores	
equilibrativos	 de	 nucleosídeos	 (ENTs),	 promovendo	 o	 aumento	 da	 concentração	
plasmática	de	adenosina,	a	qual	estimula	os	receptores	de	adenosina.	Nas	plaquetas,	essa	
estimulação	 promove	 a	 ativação	 da	 adenilato	 ciclase	 (AC)	 e	 aumento	 da	 produção	 de	
cAMP.	 Concomitantemente,	 o	 dipiridamol	 inibe	 fosfodiesterases	 (PDE),	 levando	 ao	
aumento	 da	 concentração	 de	 cAMP,	 levando	 a	 redução	 da	 contração	 de	 cálcio	
citoplasmático	 e	 inibindo	 a	 ativação	 plaquetária.	 No	 endotélio	 vascular,	 a	 inibição	 de	
fosfodiesterases	leva	ao	acúmulo	de	cGMP,	aumentando	os	efeitos	do	óxido	nítrico	(NO)	e	
a	 produção	 de	 prostaciclina	 (PGI2),	 promovendo	 inibição	 da	 adesão	 plaquetária	 e	
vasodilatação.		
 





como	 sequestrador	 de	 radicais	 livres	 derivados	 do	 oxigênio,	 o	 dipiridamol	 previne	 a	
peroxidação	 de	 lipídios	 de	membranas	 bem	 como	 a	 oxidação	 de	 lipoproteína	 de	 baixa	
densidade,	 podendo	 prevenir	 lesões	 iniciais	 de	 aterosclerose	 ou	 de	 outras	 condições	
patológicas	 desencadeadas	 ou	 agravadas	 por	 desequilíbrios	 redox	 (CIACCIARELLI	 et	 al.,	
2015).		
Com	 uma	 longa	 história	 de	 aplicações	 bem-sucedidas	 em	 vários	 campos	 da	
medicina,	 o	 dipiridamol	 tem	 um	 registro	 de	 segurança	 estabelecido.	 Potenciais	
complicações	 e	 efeitos	 colaterais	 desse	 fármaco	 são	 bem	 conhecidos	 e	 documentados.	
Geralmente,	 a	 administração	 oral	 de	 dipiridamol	 é	 bem	 tolerada,	 embora	 queixas	
gastrointestinais,	 cefaléia,	 rubor	 facial,	 tontura	 e	 hipotensão	 podem	 ocorrer.	 Sintomas	
cardiovasculares,	 como	 angina	 e	 isquemia,	 têm	 sido	 os	 efeitos	 adversos	 mais	
frequentemente	relatados	associados	à	administração	por	via	intravenosa	(JAFFER;	WEITZ,	
2018).	





reconhecidos	 do	 dipiridamol	 estão	 envolvidos	 no	 desenvolvimento	 e	 progressão	 de	
distúrbios	oculares	e	o	dipiridamol	tem	demonstrado	benefícios	em	modelos	pré-clínicos	
de	 retinopatia	da	prematuridade	e	hipertensão	ocular	através	de	aplicação	 tópica,	 sem	
complicações	 ou	 efeitos	 adversos,	 e	 em	 estudos	 clínicos	 no	 tratamento	 de	 pterígio,	
retinopatia	diabética	e	distúrbios	vasculares	da	retina	(ROGOSNITZKY	et	al.,	2016).	Em	um	




O	 potencial	 antiviral	 do	 dipiridamol	 foi	 avaliado	 em	 modelo	 in	 vitro	 (TENSER;	
GAYDOS;	HAY,	2001)	e	in	vivo	(HAY;	GAYDOS;	TENSER,	1996)	de	Human	alphaherpesvirus	
1	do	gênero	Simplexviru,	onde	o	mecanismo	envolvido	na	inibição	da	reativação	não	foi	
explorado.	 Além	 disso,	 em	 um	 tratamento	 combinado,	 o	 dipiridamol	 potencializou	 a	







papéis	 críticos	 na	 fisiologia	 de	 organismos	 procarióticos	 e	 eucarióticos,	 atuando	 como	
precursores	metabólicos	 na	 síntese	 de	 ácidos	 nucléicos,	 como	 principais	 elementos	 do	
metabolismo	energético	e	como	ligantes	para	receptores	purinérgicos	(BOSWELL-CASTEEL;	
HAYS,	 2017).	 Análogos	 de	 nucleosídeos	 e	 de	 nucleotídeos	 também	 representam	
importantes	classes	de	terapias	antineoplásicas	e	antivirais	(JORDHEIM	et	al.,	2013).		
Duas	classes	de	transportadores	de	nucleosídeos	medeiam	o	seu	transporte	através	
das	membranas	 celulares:	 transportadores	equilibrativos	de	nucleosídeos	 (ENTs,	 família	
SLC29)	 (esses	 serão	 abordados	 em	maiores	 detalhes	 por	 serem	alvos	 do	dipiridamol)	 e	
49 
 
transportadores	 concentrativos	 de	 nucleosídeos	 (CNTs,	 família	 SLC28)	 (YOUNG	 et	 al.,	
2013).	 Os	membros	 das	 famílias	 CNT	 e	 ENT	 são	 proteínas	 integrais	 de	membrana	 não	
relacionadas	 estruturalmente	 e	 com	especificidades	de	 substrato	 sobrepostas.	Os	CNTs	
promovem	o	transporte	unidirecional,	do	meio	extra	para	o	intracelular,	e	requerem	um	







ao	 tratamento	 com	 	 NBMPR	 (Nitrobenzylthionionosine	 ou	 NBTI),	 os	 que	 estão	melhor	
caracterizados	 são	 ENT1	 e	 ENT2)	 (BALDWIN	 et	 al.,	 2004).	 Ambos	 apresentam	
especificidades	 de	 substrato	 semelhantes,	 transportando	 uma	 ampla	 gama	 de	
nucleosídeos	 de	 purina	 e	 pirimidina,	 diferindo	 pelo	 fato	 que	 apenas	 ENT2	 é	 capaz	 de	
transportar	 nucleobases.	 O	 ENT3	 é	 um	 transportador	 lisossomal	 e	 funciona	 como	 um	
transportador	dependente	do	pH,	enquanto	que	ENT4	funciona	principalmente	como	um	





função	 importante	 no	metabolismo	 de	 nucleotídeos.	 A	 biossíntese	 de	 nucleotídeos	 de	
purina	e	pirimidina	em	células	de	mamíferos	se	dividem	em	duas	categorias:	vias	de	novo	
e	 vias	 de	 salvamento	 de	 nucleosídeos.	 A	 via	 de	 novo	 utiliza	 glicose,	 aminoácidos	 e	
bicarbonato	para	gerar	ribonucleotídeos,	classicamente	utilizados	para	a	síntese	de	RNA,	
armazenamento	de	energia	e	transdução	de	sinal	(EVANS;	GUY,	2004).	Uma	fração	do	pool	
celular	de	 ribonucleotídeos	é	 convertida	em	desoxirribonucleotídeos	 (dNTPs),	utilizados	
para	a	síntese	de	DNA,	por	enzimas	ribonucleotídeo	redutases	(FAIRMAN	et	al.,	2011).	Os	





gasto	energético,	 já	que	cinco	das	doze	 reações	de	 síntese	de	novo	de	nucleotídeos	de	
purina	requerem	hidrólise	de	ATP	ou	GTP,	em	comparação	com	apenas	uma	reação	da	via	
de	salvamento	que	requer	ATP	(MOFFATT;	ASHIHARA,	2002).	Detalhamentos	bioquímicos	




alguns	 casos,	 nucleobases	 possui	 implicações	 terapêuticas.	 A	 adenosina	 é	 de	 particular	
interesse	 devido	 aos	 seus	 efeitos	 na	 sinalização	 purinérgica	 em	 diversas	 condições	
fisiológicas	e	patológicas	 (BURNSTOCK,	2018),	conforme	já	exemplificado	anteriormente	
no	contexto	da	terapia	com	dipiridamol.	Os	ENTs	também	estão	envolvidos	na	eficácia	de	




antimetabólicos	 que	 interferem	 na	 síntese	de	 novo	 de	 nucleotídeos	 (KINSELLA;	 SMITH,	
1998).	Nesse	sentido,	a	fim	de	inibir	a	via	de	salvamento	de	nucleosídeos,	o	dipiridamol	já	
foi	 explorado	 in	 vitro	 e	 in	 vivo	 em	combinações	para	aumentar	a	 citotoxicidade	de	 tais	
tratamentos,	como	metotrexato	(NELSON;	DRAKE,	1984),	5-fluorouracil	(GREM;	FISCHER,	
1989)	 e	 gencitabina	 (MACKEY	 et	 al.,	 1998).	 Porém	 alguns	 estudos	 demonstram	 que	 o	
mecanismo	de	sinergismo	não	pode	ser	completamente	explicado	do	ponto	de	vista	do	












existência	de	um	mecanismo	de	 toxicidade	do	dipiridamol	 independente	da	 inibição	do	
transporte	 de	 nucleosídeos	 e	 via	 de	 salvamento,	 a	 hipótese	 I	 desse	 trabalho	 é	 que	 o	
dipiridamol	 poderia	 modular	 a	 autofagia	 em	 células	 tumorais	 através	 da	 inibição	 de	
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A B S T R A C T
Autophagy is a cellular bulk degradation process used as an alternative source of energy and metabolites and
implicated in various diseases. Inefficient autophagy in nutrient-deprived cancer cells would be beneficial for
cancer therapy making its modulation valuable as a therapeutic strategy for cancer treatment, especially in
combination with chemotherapy. Dipyridamole (DIP) is a vasodilator and antithrombotic drug. Its major effects
involve the block of nucleoside uptake and phosphodiestesase inhibition, leading to increased levels of in-
tracellular cAMP. Here we report that DIP increases autophagic markers due to autophagic flux blockage, re-
sembling autophagosome maturation and/or closure impairment. Treatment with DIP results in an increased
number of autophagosomes and autolysosomes and impairs degradation of SQSTM1/p62. As blockage of au-
tophagic flux decreases the recycling of cellular components, DIP reduced the intracellular ATP levels in cancer
cells. Autophagic flux blockage was neither through inhibition of lysosome function nor blockage of nucleoside
uptake, but could be prevented by treatment with a PKA inhibitor, suggesting that autophagic flux failure
mediated by DIP results from increased intracellular levels of cAMP. Treatment with DIP presented anti-
proliferative effects in vitro alone and in combination with chemotherapy drugs. Collectively, these data de-
monstrate that DIP can impair autophagic degradation, by preventing the normal autophagosome maturation,
and might be useful in combination anticancer therapy.
1. Introduction
To maintain homeostasis and adapt to new physiological conditions,
cells exploit mainly two subcellular degradative mechanisms, the ubi-
quitin proteassome pathway (UPP) and autophagy [1]. The former se-
lectively eliminates abnormally folded or damaged proteins that have
been tagged with ubiquitin (Ub) [2]. By contrast, macroautophagy
(henceforth referred to as ‘autophagy’) involves the formation of cyto-
solic double-membrane vesicles that isolate portions of the cytoplasm
and has the capacity to degrade folded proteins, proteins complexes and
entire organelles [3,4].
Autophagy is a dynamic process constituted by a succession of steps
leading to the formation of autophagosomes. After fusion with lyso-
somes, the enclosed cargo material of the resulting autolysosome is
degraded by hydrolases [3]. The resulting monomers of the autophagy-
mediated degradation process are released back to the cytosol to pro-
vide intracellular energy sources [5]. Autophagy occurs as a cellular
response to both extracellular stress conditions (e.g. nutrient starvation,
hypoxia, overcrowding, high temperature) and intracellular signals
(e.g. accumulation of damaged or superfluous organelles and cyto-
plasmic components) and allows cells to survive the stressful environ-
ment by recycling [4].
The dynamic process of autophagy, termed “autophagic flux”, in-
cludes the delivery of cargo to lysosomes, the breakdown of cargo, and
the release of molecules back to the cytosol. Although autophagy has
been considered to be a nonselective, bulk process, increasing evidence
indicates that autophagy is a more selective process than originally
thought [6]. The recognition of ubiquitinated substrates is mediated by
https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2019.06.001
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molecular adaptors, including p62, also known as sequestosome 1
(SQSTM1), that simultaneously bind to ubiquitin (via their Ub binding
domain) and to autophagosome-specific proteins, such as microtubule-
associated proteins 1A/1B light chain 3 (LC3A, LC3B and LC3C), an-
chored to the autophagosome, by means of an LC3-interacting region
(LIR). The starting point of the cargo loading is most probably ] the p62
self-oligomerization via its N-terminal Phox and Bem1p (PB1) domain
[7,8] which is sufficient to bend the membrane around the cargo.
Cancer cells have the capability to withstand stressful conditions
and autophagy enable survival by catabolic degradation to maintain
energy production, sustaining cellular metabolism, leading to tumor
growth and therapeutic resistance, thus making autophagy modulation
therapeutically valuable [9,10]. The better understanding of the ability
of autophagy to sustain tumor progression has increased efforts aimed
at the development of autophagy inhibitors for cancer therapy, through
the suppression of autophagy in combination with other conventional
chemotherapeutics, as a way to potentiate their effectiveness [11,12].
Nevertheless, the only autophagy inhibitors clinically tested, either
alone or in combination therapy, are the anti-malarial chloroquine and
its derivatives, such as hydroxychloroquine [13]. Both can increase
lysosomal pH, therefore preventing lysosomal hydrolases from de-
grading and recycling the cargo entrapped in the autophagosome, po-
tentiating various anticancer therapies in numerous preclinical in-
vestigations [14,15], although pharmacodynamics studies indicate that
autophagy inhibition is not consistently achieved in vivo [16,17]. Thus,
novel autophagic modulators with low toxicity hold great potential for
the management of cancer, as a means to sensitize malignant cells to
therapy.
Dipyridamole (DIP) (Persantine) is a pyrimidopyrimidine derivative
known to inhibit the uptake of extracellular adenosine by blocking the
cell surface nucleoside transporters, such as equilibrative transporters
(ENTs) [18]. DIP is a safe drug, and has favorable and broad pharma-
cological properties, which have enabled its use for a long time to
prevent strokes and other vascular diseases due to its antiplatelet and
vasodilatation properties [19,20]. The mechanism of action of DIP also
involves an increase in intracellular cAMP (cyclic adenosine mono-
phosphate), through non-selective phosphodiesterase (PDEs) inhibition
and/or blockade of uptake of adenosine by blood cells, which increases
adenosine plasma concentration and leads to activation of adenosine A2
receptors to stimulate platelet adenylyl cyclase and thus increase cAMP
[21]. Recent evidence points to cAMP and cAMP-activated protein ki-
nase A (PKA) pathway as novel regulators of autophagy, but the me-
chanisms of PKA regulation and how they relate to autophagy are not
fully understood [22,23]. DIP inhibits autophagy induction by extra-
cellular ATP in cervical cancer cells [24], but the mechanism of au-
tophagy modulation and their impact on cancer cell survival is still
unknown, and their description could contribute to the use of this drug
in modulating autophagy to improved chemotherapy treatments.
2. Results
2.1. Dipyridamole induces the accumulation of autophagic markers
Autophagy-modulating agents can impact the response of cancer to
different types of therapy [25]. To investigate the effects of DIP in the
autophagic pathway, we first analyzed PC-3 cells stably expressing the
tandem-fluorescent protein-tagged LC3 (mCherry–GFP–LC3), hereafter
described as PC-3 tfLC3, treated with DIP combined or not with the
autophagy inducers Rapamycin or nutrient starvation. As expected, the
induction of autophagic flux by Rapamycin significantly increased the
area of both yellow dots (i.e. autophagosomes) and red dots (i.e. au-
tolysosomes) and the combined treatment with DIP further increased
the area of both yellow and red dots (Fig. 1A). The effect of DIP on
starved cells was more prominent on the area of yellow dots, suggesting
an imbalance in the progression of the autophagic flux under this
condition (Fig. 1B). To further characterize the impact of DIP, we
analyzed DIP-induced changes in the level of acidic vesicular organelles
(AVOs) by acridine orange staining, which increases when autophagic
flux is induced [26]. PC-3 cells were treated with DIP for 3, 6, 24 or
48 h. As depicted in Fig. 1C (top), the treatment of PC-3 cells with
10 μM DIP for 24 and 48 h resulted in an increase in the percentage of
cells with increased levels of acidic organelles from 6.5% in control to
17.0 and 20.0%, respectively, which may be mediated by the lysosome
acidification induced by cAMP [27]. As a control, we treated cells with
BafA1, a proton V-ATPase inhibitor, which increases the lysosome pH.
As expected, BafA1 reduced the red-to-green fluorescence intensity
ratio (R/GFIR) of AO-stained cells, represented by the reduction in the
percentage of cells that surpass the threshold (Fig. 1C, bottom). Taken
together, these results showed that DIP treatment leads to an accumu-
lation of autophagosomes and autolysosomes under increased autop-
hagic flux induced by rapamycin and starvation.
2.2. Dipyridamole impairs autophagic degradation
The amount of autophagic structures in the cell can be increased by
two main mechanisms: increased activation of autophagy by upstream
process or blockade in the maturation or degradation step. To distin-
guish between these mechanisms, we assessed the effect of dipyr-
idamole on autophagy by determining LC3-I to LC3-II conversion and
SQSTM1/p62 protein levels. The cytoplasmic form of LC3B–I (16 kDa),
is processed during autophagy to LC3B-II (14 kDa) through a site-spe-
cific conjugation with phosphatidylethanolamine, leading to its re-
cruitment to the autophagosome membrane [28]. SQSTM1/p62 is an
ubiquitin-binding protein and drives cargo loading in the autophago-
some for autophagic degradation. Given that it is itself degraded by
autophagy, when the process is impaired, its degradation is decreased
and it accumulates. In contrast, decreased levels can be observed when
autophagic flux is completed [29]. Western blot analysis showed that
LC3-II level increased after DIP treatment while SQSTM1/p62 levels
remained unchanged (Fig. 2A). In cells submitted to nutrient starvation,
SQSTM1/p62 levels decreased, however, when combined to DIP
treatment, this reduction was not observed, instead, increased levels of
LC3-II were observed (Fig. 2A). A similar result was observed with the
co-treatment of Rapamycin and DIP (Fig. 3E). Levels of SQSTM1/p62
transcripts were not affected by 6h treatment with DIP but slightly
increased after 24 h of treatment (Fig. 2B). These data suggest that
autophagic degradation activity was impaired by DIP treatment.
The role of the lysosome in autophagy is to provide the proper en-
vironment for cargo degradation in the autophagosome after fusion. A
low pH in the lysosome lumen is required for the activity of lysosomal
enzymes and neutralizing agents, such as chloroquine or BafA1, block
autophagy by elevating lysosomal pH. On the basis of our finding that
DIP impaired the autophagic degradation, we hypothesized that this
may be due to an effect on lysosomal function. We therefore followed
the change in lysosomal acidity and lysosome enzyme function upon
DIP treatment by analyzing acid β-D-galactosidase activity, an eu-
karyotic hydrolase localized in the lysosome with an acidic optimum
pH (pH 4.0-4.5). As a control, cells were treated with 100 nM BafA1,
known to increase lysosomal pH. Our results showed that DIP neither
reduced acridine orange R/GFIR (Fig. 1A), nor reduced acid β-D-ga-
lactosidase activity (Fig. 2C), suggesting DIP-mediated accumulation of
autophagic markers is through mechanism other than lysosome deaci-
dification.
Blockade of autophagic flux decreases the recycling of cellular fuels,
which eventually leads to an insufficient energy supply and thus to cell
death [10,30]. We measured the intracellular production of ATP in PC-
3 cells treated with DIP, which showed a significant reduction after 24
and 48 h compared to untreated controls (Fig. 2D). The reduction in
ATP levels induced by DIP was similar to the lysosomal ATPase in-
hibitor BafA1. Adding BafA1 together with DIP did not lead to an ad-
ditive effect in ATP reduction, suggesting a shared mechanism of action
on blocking the autophagic flux.





2.3. Dipyridamole impairs autophagosome maturation
To better understand the role of DIP in autophagic impairment, cells
were analyzed by transmission electron microscopy (TEM). Rapamycin
treatment, as expected, resulted in prominent increase in autophago-
somes containing multilamellar bodies and autolysosomes (Fig. 3A). In
contrast, less such structures were observed in DIP-treated cells. In-
stead, cells accumulated large numbers of flat double-membranes
structures and damaged mitochondria to which these double-mem-
branes are attached (Fig. 3A, circles, and Fig. S1B), resembling failure
in the autophagosome maturation and/or closure. The combined
treatment of Rapamycin and DIP decreased the number of autophagic
Fig. 1. Dipyridamole increases autophagic markers. Representative images of confocal microscopy of PC-3 tfLC3 cells treated with 10 μMDIP, 200 nM Rapamycin
(Rapa) or their combination for 24 h and quantification of the area of yellow and red dots (A) or cells submitted to nutrient starvation for 6 h in the presence or
absence of 10 μM DIP (B). (C) Flow cytometric detection of red and green fluorescence of Acridine Orange-stained cells treated with 10 μM DIP or 100 nM BafA1 for
the indicated times. Values represent mean ± s.e.m. of the percentage of positive cells for three independent experiments. *P< 0.05, **P< 0.01 (one-way ANOVA
followed by Dunnett's multiple comparison post-test). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of
this article.)





vesicles and multilamellar bodies, compared to Rapamycin-treated
cells, with the presence of flat double-membranes structures, as ob-
served in the DIP-treated cells.
Dipyridamole-mediated accumulation of autophagic markers is de-
pendent on PKA activation and independent of nucleoside uptake
blockage.
Similar to DIP, nitrobenzylthioinosine (NBMPR) is a potent inhibitor
of equilibrative nucleoside transport [18]. To describe the contribution
of the blockage of nucleoside transport on autophagy, we performed
[3H]-thymidine uptake assay to determine the concentration of NBMPR
able to produce similar effects in nucleoside uptake in relation to the
concentration of DIP employed. Both treatments significantly reduced
nucleoside uptake (Fig. 3B) and the lowest concentration tested, 0.1 μM
NBMPR, was selected for further assays. To determine whether DIP
treatment impaired autophagic cargo degradation in a nucleoside up-
take-independent manner, we compared LC3-II and SQSTM1/p62 levels
in cells treated with DIP or NBMPR, in the presence or not of Rapa-
mycin. As previously observed, DIP increased the levels of both markers
and prevented SQSTM1/p62 degradation in Rapamycin-treated cells,
which was different from the effect observed for NBMPR treatment
(Fig. 3C), suggesting that the ability to block nucleoside uptake is not
key for the observed effects. One of the possible impacts of nucleoside
uptake on autophagy is the phosphorylation, by adenosine kinase (AK),
of adenosine in AMP, thus leading to autophagy induction [24]. In-
hibition of the adenosine-metabolizing enzyme AK with ABT-702, a
potent non-nucleoside AK inhibitor [31], also did not prevent starva-
tion-induced SQSTM1/p62 degradation (Fig. S1A). In view of the fact
that DIP is also known for its inhibition of PDEs, what may lead to
increased intracellular cAMP concentrations, we assessed CREB (cAMP
response element-binding protein) phosphorylation to evaluate PKA
activation. As shown in Fig. 3D, DIP treatment increased CREB
phosphorylation at Ser133, suggesting PKA activation.
To investigate whether DIP-mediated effects in the accumulation of
autophagic markers were through PKA activation, we analyzed if the
PKA inhibitor H89 was able to prevent the accumulation of SQSTM1/
p62 in DIP-treated cells. As shown in Fig. 3E, DIP treatment was able to
prevent Rapamycin-induced SQSTM1/p62 degradation. On the other
hand, pre-treatment with H89 prevented SQSTM1/p62 accumulation in
the combination of Rapamycin and DIP. These results therefore support
the conclusion that DIP-induced accumulation of the adaptor protein
SQSTM1/p62 reflects an inhibition of degradation provoked by PKA
activation, possibly mediating a failure in autophagosome maturation.
SQSTM1/p62 polymerizes and aggregates, turning it into a de-
tergent-insoluble form [32], linking polyubiquitinated protein ag-
gregates to the autophagic machinery, via LC3 interaction, mediating
the clearance of such aggregates [29]. DIP increased the proportion of
SQSTM1/p62 in the Triton X-100-insoluble fraction in the presence of
rapamycin (Fig. 3F). Taken together with the results of its degradation
impairment, this result reinforces that DIP treatment hampers clearance
of such aggregates.
2.4. Dipyridamole sensitises prostate cancer cells to cytotoxic agents
One of the hallmarks of malignant cells is their ability to grow under
anchorage independent conditions. This phenotype was analyzed in
vitro using a soft agar clonogenic assay. To determine whether dipyr-
idamole could exhibit cytotoxic effect or sensitize cells to Cisplatin
(CDDP) or Paclitaxel (PTX) treatments, we analyzed the size and
number of colonies of androgen receptor (AR)-positive (LNCaP) and
AR-negative (PC-3 and 22Rv1) cells after treatments. For the three cell
lines, there was a significant reduction in colony number and volume in
treatments with 10 μM DIP, a concentration close to the range attained
Fig. 2. Dipyridamole impairs autophagic degradation. (A) LC3-I and –II and SQSTM1/p62 western blots of PC-3 cells treated with 10 μM DIP or starved in HBSS
for 6 h in the presence or absence of DIP. LC, loading control (Coomassie). (B) SQSTM1/TBP mRNA expression in PC-3 cells treated with 10 μM DIP for 6 or 24 h. (C)
Acid β-D-galactosidase activity in cells treated with 10 μM DIP or 100 nM BafA1 for the indicated times relative to untreated control. (D) Intracellular ATP levels in
cells treated with 10 μM DIP, 100 nM BafA1 or their combination for the indicated times. *P< 0.05, **P< 0.01, ***P<0.001 (one-way ANOVA followed by
Dunnett's multiple comparison post-test).





Fig. 3. Dipyridamole-mediated accumulation of autophagic markers is dependent on PKA activation. (A) PC-3 cells were treated with 10 μM DIP in the
presence or absence of 200 nM Rapamycin for 24 h and then examined by transmission electron microscopy. N: nucleus; M: mitochondrion; RER: endoplasmic
reticulum; GC: golgi; L: lysosome; black diamonds: autolysosomes; black arrows: autophagosomes; arrowheads: double-membranes. (B) [3H]-thymidine uptake in
PC-3 cells after treatment for 3 h with 10 μM DIP or the indicated concentrations of NBMPR. ***P<0.001 (one-way ANOVA followed by Dunnett's multiple
comparison post-test). (C) LC3-I and –II, SQSTM1/p62 western blots of PC-3 cells treated with 10 μM DIP or 0.1 μM NBMPR in the presence of absence of 200 nM
Rapamycin for 24 h. LC, loading control (Coomassie). (D) pCREB western blots of PC-3 control cells or treated with 10 μM DIP for 24 h. (E) SQSTM1/p62 western
blots of PC-3 cells treated, as indicated, with 10 μM DIP or 200 nM Rapamycin for 24 h with or without pretreatment for 1h with 5 μM H89. (F) Immunoblots of
detergent-soluble (Sol) and -insoluble (Insol) fractions from PC-3 cells treated with 10 μM DIP or 200 nM Rapamycin, and their combination, for 24 h. (G) Graphical
illustration of the mechanism suggested for DIP-induced accumulation of autophagic markers; (left) normal autophagic flux provides cells with substrates to ensure
proper energy supply; (right) DIP inhibits phosphodiesterases activity and leads to the accumulation of cAMP, triggering PKA activation. PKA phosphorylates LC3
and SQSTM1/p62 leading to accumulation of double-membranes, resembling defects in autophagosome maturation, cargo loading failure and insufficient energy
supply. Dipyridamole impairs anchorage independent growth of PCa cell lines.





after oral administration in humans [21], compared to the untreated
controls (Fig. 4 and Fig. S1B). Similarly, for all three cell lines, com-
bined treatments of CDDP or PTX with DIP presented fewer colonies
when compared to the antineoplastic agents alone and reduced colonies
volume in both combinations for 22Rv1 cells. To evaluate whether this
effect was due to nucleoside uptake blockade, we made the same ana-
lysis in NBMPR-treated colonies, in a concentration that resulted in
similar blockade in nucleoside uptake as DIP. NBMPR treatment was
Fig. 4. Dipyridamole decreases soft agar colony-forming ability in prostate cancer cells independent of nucleoside uptake blockade. (A) Scheme of the assay
and treatments schedule. Representative images of the colonies grown in soft agar for PC-3 (B) and 22Rv1 (D) treated as indicated. Measurements of the colonies
volume of one representative experiment (scatter plot-upper) and number of colonies relative to untreated controls (column chart-bottom) for PC-3 (C) and 22Rv1
(E). Comparisons were made between DIP- or NBMPR-treated cells and untreated controls or between antioneoplastic monotherapy and treatments combined with
DIP or NBMPR *P<0.05, **P<0.01, ***P< 0.001 (one-way ANOVA followed by Sidak's multiple comparison post-test).





not effective to reduce colonies number neither alone nor combined to
CDDP or PTX (Fig. 4), suggesting that inhibition of nucleoside uptake
per se is not the mechanism of toxicity. These results suggest that DIP, as
a single agent or combined to CDDP or PTX, is capable of decreasing
colonies number and size in both AR-positive and -negative prostate
cancer cells, independently of the nucleoside uptake inhibition.
3. Discussion
DIP, due to its inhibition of membrane nucleoside transport, has
been explored to increase the cytotoxicity of antimetabolites, by pre-
venting nucleoside salvage and depletion of nucleoside pools [33–35].
The mechanism of synergism cannot be completely explained from the
perspective of blockade of the salvage pathway and some studies pro-
pose other non-salvage dependent mechanism [36]. Indeed, DIP has
been shown to synergize with drugs from other classes, such as cisplatin
and doxorubicin [37,38], and also increased cytotoxicity in medium
containing dialysed serum (lacking salvage pathway nucleosides),
suggesting that the mechanism by which DIP increased toxicity is not
completely dependent on inhibiting the influx of nucleosides from the
medium [39].
In this report we investigated the effect of DIP on autophagy using
different approaches based on the targets already described for DIP, i.e.
nucleoside uptake blockade and PDEs inhibition. We showed that DIP
leads to the activation of PKA and impairs autophagic degradation,
leading to the accumulation of double-membranes, resembling im-
mature autophagosome, which could impair cargo loading and de-
gradation.
Previous works demonstrated specific phosphorylation sites for PKA
in both LC3 and SQSTM1/p62 proteins. PKA phosphorylation of
SQSTM1/p62 at Ser24 regulates PB1 domain homopolymerization and,
possibly, protein binding that may reduce p62-mediated cargo re-
cognition [39]. The Ser12 PKA phosphorylation site is highly conserved
in all LC3 isoforms and can mediate the control of autophagy by cAMP/
PKA pathway, as its phosphorylation reduces LC3 recruitment into
autophagosomes [38]. The Ser12 phosphorylation site is positioned
directly in, or in the vicinity of, the N-terminal extension of LC3, which
is essential for the binding of LC3-interacting proteins, such as
SQSTM1/p62, via their classic LIR motif. However, it is still an open
question whether the phosphorylation of this site could interfere in the
interaction of LC3 proteins with LIR-containing proteins, and therefore
promote the exclusion from autophagosomes [40]. Inefficient autop-
hagy can result from cargo loading failure by autophagosomes and has
been proposed to contribute to pathogenesis in Huntington's disease
[40]. In this sense, targeting the cargo loading protein SQSTM1/p62 in
neoplastic cells leads to inefficient autophagic degradation and in-
creases cell death [41].
SQSTM1/p62 and LC3-II aggregate together with ubiquitinated
proteins in the detergent-insoluble fraction [41]. DIP treatment in-
creased the presence of SQSTM1/p62 in the Triton X-100-insoluble
fraction, indicating that it does not interfere with the aggregation of this
protein, but rather reduces the degradation of the aggregosomes con-
taining SQSTM1/p62. Inhibition of the incorporation of SQSTM1/p62
into autophagosomes through LC3 knockdown leads to accumulation of
detergent-insoluble SQSTM1/p62 and polyubiquitylated proteins [42].
Therefore, the effect of DIP may be mediated by blocking the loading of
SQSTM1/p62, promoting autophagosome maturation impairment,
cargo loading failure and accumulation of detergent-insoluble proteins
containing SQSTM1/p62.
DIP is a FDA approved compound that has been used clinically for
prevention of ischemic cerebrovascular disease and in the prevention of
thromboembolic complications [21]. Since a large body of information
is already available on its toxicity, dosing and bioavailability, drug
repurposing for autophagy modulation in cancer therapy could be
considered. Drug repurposing holds the promise of rapid clinical impact
at a lower cost when compared to de novo drug development [43].
Notably, we demonstrate that DIP impairs autophagic degradation and
can sensitize cancer cells to antineoplastic treatments. Thus, our study
indicates that screening new autophagy modulators from safe drugs
used in the clinic might be an attractive approach for the identification
of novel autophagic flux modulators as promising lead compounds for
cancer therapy.
4. Experimental procedures
4.1. Antibodies and reagents
Anti-LC3B (#2775), anti-SQSTM1/p62 (#5114), anti-phospho-
CREB (Ser133) (1B6) (#9196) and horseradish peroxidase (HRP)
linked-secondary antibody (#7074) were purchased from Cell Signaling
Technology. Anti-Lamin B1 was from Abcam (ab16048) and anti-β-
tubunin from Thermo Scientific (32–2600). Hanks' Balanced Salt solu-
tion (HBSS) (H9269), Dipyridamole (D9766), Rapamycin (R0395),
BafA1 (B1793), Paclitaxel (T7191), Cisplatin (P4394) and the fluor-
escent dye Acridine Orange hemi(zinc chloride) salt (A6014) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). H-89 was pur-
chased from Biomol GmbH. ABT-702 (CAS 214697-26-4) was pur-
chased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Dipyridamole,
Rapamycin, BafA1, H-89, ABT-702 and Paclitaxel were dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Acros Organics, NJ, USA), Cisplatin and
Acridine Orange stock solutions were dissolved in water. All culture
materials were obtained from Gibco Laboratories (Grand Island, NY).
4.2. Cell lines culture and treatments
HEK293T and 22Rv1 cells were obtained from the American Tissue
Culture Collection (ATCC). PC-3 and LNCaP cell lines were kindly
provided by Ilma S. Brum (Department of Physiology, UFRGS, Porto
Alegre, Brazil). The prostate cancer cell lines were cultured in low-
glucose Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) and HEK293T
cells in high-glucose DMEM, both supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS), 1% penicillin-streptomycin and 0.1% amphotericin B at
37°C and 5% CO2 in a humidified incubator. Cells were treated with
Rapamycin 200 nM for 24 h, 10 μM Dipyridamole, 100 nM BafA1 or
5 μM H89 for the indicated times. For starvation, cells were washed
three times with HBSS and incubated with the same medium for 6 h.
4.3. Acidic vesicular organelles detection and quantification by Acridine
orange staining
For detection of acidic vesicular organelles (AVOs), cells were
stained with Acridine Orange (AO) as previously described [26]. Cells
were treated with 10 μM Dipyridamole or 100 nM Bafilomycin A1 for 3,
6, 24 or 48 h, were collected by trypsinization, stained with 1 μg/ml
Acridine Orange (2.7 μM) in complete culture medium for 15min at
room temperature and analyzed on a GUAVA EasyCyte flow cytometer
and data were analyzed using InCyte 2.6 software (Guava Technolo-
gies). The percentages of events indicated were quantified in the dot
plot.
4.4. Live-cell imaging of tfLC3 cells by confocal microscopy
PC-3 cells stably expressing the tandem-fluorescent protein-tagged
LC3 (mCherry–GFP–LC3) were generated by retroviral infection as
previously described [26]. PC-3 tfLC3 cells were plated in glass bottom
dishes and imaged by confocal microscopy with a 60x objective with an
Olympus FluoView FV1000 confocal microscope. The excitation laser
for green fluorescence was 473 nm and for red fluorescence was
559 nm. Emission filters were 520 nm and 572 nm, respectively.
Quantitative measures of green and red dots area were obtained with
ImageJ software for all cells imaged (from 85 to 120 cells per treat-
ment).




4.5. Detergent-soluble and insoluble protein fractionation
Cellular proteins were separated into detergent-soluble and -in-
soluble fractions with the 1% Triton X-100 buffer [50mM Tris (pH 8.0),
150mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 2% Triton X-100, a protei-
nase and phosphatase inhibitor mix], as previously described [44].
Briefly, Triton X-100 extracts were fractionated by centrifugation
(20,000 g, for 15min at 4°C). The detergent-insoluble fraction was
washed with Triton X-100 buffer and resuspended in the same buffer
containing 1% SDS and sonicated. Both β-tubulin and lamin B1 were
used as fractionation controls of the detergent-soluble and -insoluble
fractions, respectively.
4.6. Western blot analysis
Analysis of protein levels were performed as described previously
with minor modifications [11]. Briefly, after treatment, cells were lysed
and protein concentration was quantified by QuantiPro BCA Assay Kit
(Thermo Scientific, #23225). 20 μg of protein extracts were separated
on 12.5% SDS-PAGE, followed by electrotransfer to a PVDF membrane
(Millipore, IPVH00010). Then membranes were stained with Coomassie
R-250, imaged and a representative band was used as loading control
(Welinder and Ekblad, 2011). Next, membranes were blocked with non-
fat dried milk and incubated overnight at +4°C with primary anti-
bodies (anti-LC3B, 1:1000; anti-SQSTM1, 1:1000; anti-phospho-CREB,
1:500; anti-β-tubunin, 1:1000; anti-Lamin B1, 1:1000). Primary anti-
bodies were detected by secondary antibody (1:2000, for 2 h) followed
by ECL and X-ray film exposition (Carestream Kodak BioMax light film).
4.7. Determination of lysosomal acid β-D-galactosidase activity
To asses lysosomal activity impairment we measure β-galactosidase
activity by flow cytometry using the fluorogenic substrate 5-dodeca-
noylaminofluorescein di-β-D-galactopyranoside (C12FDG), as pre-
viously described [45,46]. This compound is a membrane permeable,
non-fluorescent substrate of β-galactosidase, which after hydrolysis of
the galactosyl residues emits green fluorescence and remains confined
within the cell. Briefly, cells were treated with 10 μM Dipyridamole or
100 nM Bafilomycin A1 for 6, 24 or 48 h C12FDG (33 μM) was then
added in the last 4 h of treatment and the incubation was continued for
the indicated length of time. At the end of the incubation, cells were
washed with HBSS, collected by trypsinization, resuspended in fresh
medium and analyzed immediately on a GUAVA EasyCyte flow cyt-
ometer. Data were analyzed using InCyte 2.6 software (Guava Tech-
nologies). The C12-fluorescein signal was measured on the FL1 detector
and β-galactosidase activity was estimated using the mean fluorescence
intensity of the population.
4.8. Intracellular ATP levels
ATP was measured using the ATP determination kit
(ThermoScientific, #A22066) according to the manufacturer's instruc-
tions. The cells were seeded in a 24-well plate, treated with 10 μM
Dipyridamole and/or 100 nM Bafilomycin A1 for 3, 6, 24 or 48 h, and
then collected by scraping in Tris-EDTA buffer and lysed, heating to 95
oC for 7min. Cell lysates were centrifuged at 12000 rpm for 2min and
supernatants were collected. ATP levels were detected by measuring
luminescence after the addition of the substrate solution to the cell
lysates. Signal was normalized by the protein concentration, de-
termined by QuantiPro BCA Assay Kit.
4.9. [3H]-thymidine uptake assay
Nucleoside transport activity of cells was examined with [3H]-thy-
midine (3H-dT) (Sigma-Aldrich, #T4813). Subconfluent cells were
treated with 10 μM DIP or the indicated concentrations of NBMPR for
3 h in HBSS in triplicate. 3H-dT was added in the last 30 min of in-
cubation (1 μCi/well – 23 Ci/mmol). The cells were solubilized in
300 μl of lysis buffer and radioactivity of 200 μl of cell lysate was de-
termined by scintillation counting using a Liquid Scintillation Analyzer
Trip-Carb 2800 TR, (PerkinElmer). Radioactivity was normalized by the
protein content, determined by QuantiPro BCA Assay Kit.
4.10. qPCR
After 6 or 24 h of treatment with DIP, mRNA was extracted from the
PC-3 cultures using Trizol LS reagent (Sigma-Aldrich, #T9424). The
complementary DNA (cDNA) was synthesized using the M-MLV reverse
transcriptase enzyme (Sigma Aldrich) from 3 μg of total RNA and in
accordance with manufacturer's instructions. Primer for SQSTM1/p62
was designed using Primer-BLAST - F: GGTGGCCGCCCTGTTC; R: CCT
CGTCACTGGAAAAGGCA. The qPCR reaction was carried out in an
StepOnePlus Real-Time PCR Systems. mRNA expression levels were
calculated based on the standard curve method using a serial dilution of
the samples and TATA-box binding protein (TBP) was used as the
constitutive gene for control. Data is presented as ratio of target-gene/
TBP expression.
4.11. Electron microscopy
Samples were fixed in 4% paraformaldehyde added glutaraldehyde
25% at 2% concentration, washed in PBS and post fixed in 1% osmium
tetroxide, OsO4 (Sigma) in PBS, pH 7.4 for 1 h at room temperature.
After another wash, samples were dehydrated gradually with acetone
(MERCK) and soaked in epon resin. Polymerization was carried out for
48 h at 60°C and ultra-fine (100 nm) cuts were obtained in ultra-
microtome for the assembly of copper grids (200 mesh). The samples
were counterstained with 1% uranyl acetate and then with 1% lead
citrate (MERCK) and examined in transmission electron microscope
(JEM 1200 EXII, Japan).
4.12. Soft agar assay
The soft agar colony formation assay was used to evaluate the
ability of cells to form colonies in an anchorage-independent manner, to
evaluate carcinogenic potential [47]. In brief, a 1.8% agarose stock was
made in water. The bottom layer, 0.6% agar support was prepared in
complete medium in 12-well dishes. 3x103 cells were mixed with
agarose at a final concentration of 0.3% in complete medium. The cell
layer was then plated onto the bottom agar. A layer of growth medium
was then added to each well. The proportion of bottom:cell:medium
layer was 1:1:1. After 5-7 days, cultures received the treatments in the
medium layer – Paclitaxel (final concentration 2 nM), Cisplatin (final
concentration 1 μM) for 24 h. After, cultures were treated with Dipyr-
idamol (final concentration 10 μM) or with an equivalent amount of
vehicle for 7 days (replacing with fresh treatments on days 3 and 5).
Medium was changed once a week until colonies were stained with
MTT (4,5-dimethyl-thiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromide) and
photographed. Colonies number and area were obtained with ImageJ
software. Photomicrographs of colonies were used obtain their area in
μm2 to convert pixels, from photographs, to volume in μm3 by the
equation V=4⁄3 πr^3.
4.13. Statistical analysis
Statistical analysis was performed using Prism 6 (GraphPad
Software, La Jolla, CA). The level of significance was determined with a
one-way analysis of variance test (ANOVA) followed by Dunnett's
multiple comparison post test. Data are shown as mean ± s.e.m.
P< 0.05 was considered statistically significant difference.
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images)	 magnification,	 highlighting	 the	 presence	 of	 autophagic	 organelles	 and	 double	
membranes	in	the	cytoplasm	of	DIP-treated	cells.	(C)	Representative	images	of	the	colonies	
grown	 in	 soft	 agar	 for	 LNCaP	 cells	 treated	 as	 indicated.	Measurements	 of	 the	 colonies	
volume	 of	 one	 representative	 experiment	 (scatter	 plot-left)	 and	 number	 of	 colonies	
relative	to	untreated	controls	(column	chart-right).	Comparisons	are	made	between	DIP-
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a	 safe	 drug	 with	 favorable	 and	 broad	 pharmacological	 properties,	 inhibits	 EBV	
reactivation	from	B-cell	lines.	DIP	repressed	immediate	early	and	early	genes	expression	
mostly	through	its	ability	to	inhibit	nucleoside	uptake.	Considering	its	wide	clinical	use,	












more	 than	 90%	 of	 the	 adult	 population	 worldwide.	 Primary	 infection	 occurs	mostly	
during	childhood	without	apparent	symptoms	but	it	can	cause	infectious	mononucleosis	
in	 young	 adults.	 Following	 primary	 infection,	 EBV	 establishes	 a	 life-long	 persistent	
infection	that	combines	lytic	replication	and	latent	phases,	supported	by	its	dual	tropism	
for	 B	 lymphocytes	 and	 epithelial	 cells	 (Chiu	 and	 Sugden,	 2016;	Hutt-Fletcher,	 2014).	
Whereas	EBV	infection	is	usually	tightly	controlled	by	the	immune	response,	it	has	been	
associated	with	various	malignancies	including	Burkitt’s	lymphoma,	Hodgkin’s	disease,	
















transformation	 by	 EBV	 is	 usually	 associated	with	 latently	 expressed	 viral	 oncogenes,	
there	is	a	need	for	non-toxic	antiviral	drugs	that	can	inhibit	EBV	lytic	replication,	notably	
in	 immunosuppressed	 patients.	 Indeed,	 immunosuppression	 favors	 EBV	 reactivation,	
thereby	increasing	viral	load	and	promoting	B-cell	reinfection	and	lymphomagenesis.	In	
addition,	 it	 has	 been	 demonstrated	 that	 viral	 reactivation	 directly	 and	 indirectly	




contribute	 to	carcinogenesis	 in	epithelial	 tumors	 (Wu	et	al.,	2018).	Whereas	antiviral	
agents	have	a	 limited	impact	for	the	treatment	of	active	infections	such	as	 infectious	
mononucleosis,	 their	 prophylactic	 administration	 resulted	 in	 a	 reduced	 incidence	 of	
PTLD	(Hierro	et	al.,	2008;	Höcker	et	al.,	2012;	Malouf	et	al.,	2002).		
So	 far,	 antiviral	 molecules	 against	 EBV	 mainly	 target	 viral	 DNA	 replication.	
Nucleosides	 analogues	 (acyclovir,	 ganciclovir)	 and	 their	 prodrugs	 (valacyclovir,	





new	 and	 non-toxic	 antiviral	 drugs	 capable	 to	 inhibit	 EBV	 reactivation	 remains	 an	
important	challenge.	
The	 recent	 advance	 in	 drug	 screening	 technologies	 helped	 to	 identify	 new	
molecules.	 However,	 the	 high	 attrition	 rates	 combined	 with	 the	 time	 and	 the	 cost	
necessary	 to	 bring	 new	 compounds	 to	 the	market	make	 new	 drug	 development	 an	
uncertain	 process	 in	 some	 specific	 therapeutic	 areas	 and	 a	 less	 desirable	 choice	 for	
pharmaceutical	 industries	 and	 investors.	 In	 that	 context,	 drug	 repurposing	 strategies	
have	been	developed	to	propose	new	medical	indications	for	either	investigational	or	
approved	drugs	 that	are	outside	 the	scope	of	 the	original	 targets	 (Pushpakom	et	al.,	
2018).	 This	 approach	 permits	 to	 reduce	 both	 the	 risk	 of	 failure	 because	 of	 safety	
consideration	and	the	time	frame	for	drug	development,	thus	requiring	less	investment.	
To	be	efficient,	however,	drug	repurposing	strategy	first	requires	identifying	a	candidate	
molecule	 for	 the	 indication	 of	 interest.	 This	 systematic	 approach	 mostly	 relies	 on	
previously	published	experimental	data	describing	both	pharmacological	features	and	
mechanism	of	action.		
Dipyridamole	 (DIP)	 (2,6-bis	 [diethanolamino]-4,8-dipiperidino-	 pyrimido	 5,4-d	
pyrimidine)	is	a	safe	drug	with	favorable	and	broad	pharmacological	properties.	Initially,	











receptors,	 including	 the	 A2-receptor,	 thus	 stimulating	 adenylate	 cyclase	 and	 the	
production	of	cyclic-3ʹ,5ʹ-adenosine	monophosphate	(cAMP).	This	effect,	concomitant	
with	PDEs	inhibition,	promotes	the	elevation	of	cAMP	and	cGMP	levels	in	cells,	impairing	




to	 inhibit	 Mengovirus	 RNA	 replication	 (Fata-Hartley	 and	 Palmenberg,	 2005).	
Additionally,	 in	 a	 combined	 treatment,	 DIP	 potentiated	 the	 antiviral	 activity	 of	
nucleoside	analogues	against	human	immunodeficiency	virus	(HIV)	(Patel	et	al.,	1991).	
Cellular	nucleotides	are	essential	components	required	for	rapid	viral	genome	
replication	 (Sanchez	 and	 Lagunoff,	 2015).	 In	 vivo,	 nucleotides	 can	 be	 synthesized	de	
novo	 through	 enzymatic	 reactions	 or	 recycled	 through	 the	 salvage	 pathway	 of	
extracellular	 nucleosides,	 refueling	 the	 intracellular	 nucleotide	 pools	 (Nyhan,	 2014).	
Since	viral	transcription	and	replication	rely	on	the	sources	of	nucleotides	from	the	host	






were	purchased	 from	Santa	Cruz	and	horseradish	peroxidase	 (HRP)	 linked-secondary	
antibody	(#7076)	was	from	Cell	Signaling	Technology.	Dipyridamole	(D9766),	adenosine	












EBV	 reactivation	 in	 Akata	 cells	 was	 triggered	 by	 the	 crosslinking	 of	 the	 surface	
immunoglobulins	with	7,5	µg/mL	polyclonal	rabbit	anti-human	IgG	(a-sIg)	(A0423,	Dako)	
for	 five,	 eight	 or	 twenty-four	 hours	 for	 viral	 RNA,	 proteins	 or	 genomic	 viral	 DNA	
(gDNA)/virion	production	analysis,	respectively.	The	cells	were	treated	with	DIP	and/or	
adenosine	 or	 thymidine	 for	 the	 indicated	 times	 and	 concentrations.	 The	 cells	 were	
treated	with	NBMPR	at	the	indicated	drug	concentrations	for	four	hours	prior	addition	
of	a-sIg.	 H89	was	 used	 at	 5	µM	and	 added	 one	 hour	 prior	 the	 addition	 of	DIP.	 The	






Total	 RNA	was	 extracted	 and	 purified	 from	 cell	 cultures	 using	 TRIzol	 reagent	
(Invitrogen;	Thermo	Fisher	Scientific)	following	the	manufacturer’s	instructions.	Seven	
micrograms	of	purified	RNA	were	submitted	to	DNAse	treatment	using	TURBO	DNA-free	
kit	 (Life	 technologies).	 Then,	 1.5	 micrograms	 of	 DNAse-treated	 RNA	 were	 reverse-





















resolved	 on	 12	 %	 SDS-PAGE	 and	 blotted	 on	 to	 PVDF	 membranes	 (Amersham;	 GE	
Healthcare	 Life	 Sciences).	 Membranes	 were	 saturated	 by	 non-fat	 dried	 milk	 and	
antigens	 revealed	 by	 immunoblotting	 overnight	 at	 4°C	 using	 the	 following	 primary	
antibodies:	mouse	monoclonal	IgG	anti-Zta	(1:1000),	mouse	monoclonal	IgG	anti-EA-D	















Akata	 is	 a	well-characterized	 EBV-positive	Burkitt’s	 lymphoma-derived	 cell	 line	 in	
which	 EBV	 reactivation	 can	 be	 induced	 with	 antibodies	 directed	 against	 surface	
immunoglobulins	 (anti-sIg/a-sIg),	 a	 process	 that	 mimics	 physiological	 reactivation	
following	B	cell	receptor-mediated	stimulation	(Takada,	1984).	Following	this	treatment,	






reactivation.	 As	 illustrated	 in	 figure	 1A,	 virion	 production	 was	 inhibited	 in	 a	 dose-
dependent	manner.	Importantly,	cell	viability	was	not	affected	when	Akata	cells	were	
grown	in	the	presence	of	up	to	20	µM	DIP	for	48	hours	(Supp.	Fig.	1C	and	1D).	Moreover,	
DIP	concentrations	used	herein	are	 in	 the	 range	attained	after	oral	administration	 in	
humans	(Grem	and	Fischer,	1989).	








Figure	 1.	Dipyridamole	 inhibits	 virion	 release	 and	 EBV	 DNA	 replication	 in	 a	 dose-
dependent	manner.	(A	and	C)	Akata	cells	were	exposed	for	4	hours	to	the	indicated	DIP	
concentrations	and	then	EBV	reactivation	induced	or	not	by	anti-sIg	(a-sIg)	treatment	
for	 24	 h.	 Column	 “C”	 corresponds	 to	 the	 control	 mock-treated	 cells.	 Column	 “C+”	
corresponds	to	the	control	mock-treated	cells	in	which	EBV	reactivation	was	induced	by	
the	crosslinking	of	the	surface	immunoglobulins.	(B	and	D)	Spontaneously	reactivating	
B95.8	 cells	were	 exposed	 for	 the	 indicated	 times	 to	 10	 or	 20	µM	DIP.	 Columns	 “C”	





reactivation	 and	normalized	 to	 1	 (columns	 “C+”).	 For	 the	 spontaneously	 reactivating	
B95.8	 cells	 (B	 and	 D),	mock-treated	 cells	 were	 considered	 as	 the	 reference	 for	 EBV	
reactivation	and	normalized	to	1	 (columns	“C”).	All	graphics	 represent	 the	average	±	
SEM	of	3	 independent	experiments.	On	each	panel,	p	values	were	calculated	using	a	










not	 significant	 effect	 on	 latent	 genomes	 (i.e.	 non-reactivated	 cells),	 the	 treatment	
significantly	repressed	viral	replication	following	reactivation	(Fig.	1C).	Accordingly,	DIP	
also	repressed	viral	replication	in	B95.8	cells	(Fig.	1D).	
During	 the	 lytic	 phase	 of	 the	 cycle,	 the	 replication	 of	 EBV	 genomes	 is	 placed	
under	 the	 control	 of	 immediate	 early	 and	 early	 viral	 proteins,	 including	 viral	 DNA	
polymerase,	auxiliary	factors	and	the	viral	transacting	factor	Zta.	The	expression	of	early	
(EA-D)	and	immediate	early	(Zta)	proteins	was	analyzed	by	immunoblotting	following	8	
hours	 reactivation	 in	 the	 presence	 of	 increasing	 concentrations	 of	 DIP.	 As	 shown	 in	
figure	2A,	 a	 significant	dose-dependent	 inhibition	of	both	early	 and	 immediate	early	
proteins	was	observed.	 Inhibition	 reached	80	and	90	%,	 respectively,	 for	 the	highest	
dose	of	DIP	 in	Akata	 cells	whereas	 a	 50	 and	40	%	decrease	 in	 EA-D	 and	 Zta	 protein	
expression,	 respectively,	 was	 observed	 in	 B95.8	 cells	 at	 48	 hours	 for	 the	 highest	
concentration	of	DIP	(Fig.	2B).	Importantly,	this	effect	of	DIP	was	not	limited	to	B	cells	in	
which	 EBV	 reactivation	 is	 induced	 by	 antibodies	 directed	 against	 surface	
immunoglobulins	 or	 observed	 spontaneously.	 DIP	 indeed	 showed	 a	 similarly	 strong	
inhibitory	effect	on	the	Zta	protein	expression	levels	that	is	induced	by	TGF-b	in	Mutu-I	
cells,	 an	 EBV-positive	 Burkitt’s	 lymphoma-derived	 cell	 line	 expressing	 both	 TGF-b	
receptors	I	and	II	(Supp.	Fig.	1E).	These	results	suggest	that	DIP	acts	on	EBV	reactivation	
independently	of	the	activation	pathway.	



















protein	 extracts	 were	 prepared	 and	 analyzed	 by	 immunolabelling	 with	 antibodies	
directed	against	EA-D,	Zta	and	b-actin.	b-actin	was	used	as	a	loading	control.	Column	“C”	
corresponds	to	the	control	mock-treated	cells.	Column	“C+”	corresponds	to	the	control	
mock-treated	 cells	 in	which	 EBV	 reactivation	was	 induced	 by	 the	 crosslinking	 of	 the	
surface	immunoglobulins.	(B)	Spontaneously	reactivating	B95.8	cells	were	exposed	for	
the	 indicated	 times	 to	 10	 or	 20	 µM	 DIP.	 Total	 protein	 extracts	 were	 prepared	 and	
analyzed	by	immunolabelling	with	antibodies	directed	against	EA-D,	Zta	and	b-actin.	b-
actin	was	used	as	a	loading	control.	Columns	“C”	correspond	to	the	control	mock-treated	
B95.8	cells.	On	A	and	B	 (right	panels),	digital	 images	were	collected,	band	 intensities	
measured	and	normalized	to	b-actin	signal.	For	Akata	cells	(A),	treatment	with	anti-sIg	
alone	was	considered	as	the	reference	for	EBV	reactivation	and	the	ratio	of	either	EA-D	




DIP	 concentrations	 and	 then	 EBV	 reactivation	 induced	 or	 not	 by	 anti-sIg	 (a-sIg)	
























next	wondered	whether	DIP	 inhibition	of	nucleoside	uptake	may	explain	 its	 antiviral	








adenosine	 or	 thymidine,	 therefore	 promoting	 a	 competition	 for	 the	 binding	 to	 the	
transporters.	To	test	this	assumption,	Akata	cells	were	treated	with	DIP	in	the	presence	
of	100	µM	adenosine	or	thymidine	for	4	hours	prior	to	treatment	with	anti-sIg.	Then,	
the	 expression	 of	 viral	 proteins	 was	 analyzed	 by	 immunoblotting	 following	 8	 hours	











Figure	 3.	Dipyridamole	 antiviral	 activity	 is	 related	 to	 its	 ability	 to	 block	 nucleoside	
uptake.	(A)	Akata	cells	were	exposed	for	4	hours	to	the	indicated	NBMPR	concentrations	
and	then	EBV	reactivation	induced	or	not	by	anti-sIg	(a-sIg)	treatment	for	8	hours.	Total	
protein	 extracts	 were	 prepared	 and	 analyzed	 by	 immunolabelling	 with	 antibodies	
directed	against	EA-D,	Zta	and	b-actin.	b-actin	was	used	as	a	loading	control.	Column	“C”	
corresponds	to	the	control	mock-treated	cells.	Column	“C+”	corresponds	to	the	control	
mock-treated	 cells	 in	which	 EBV	 reactivation	was	 induced	 by	 the	 crosslinking	 of	 the	
surface	immunoglobulins.	(B)	Akata	cells	were	exposed	for	4	hours	to	20	µM	DIP	in	the	
presence	 or	 absence	 of	 100	µM	adenosine	 (ADO)	 or	 thymidine	 (THY)	 and	 then	 EBV	
reactivation	 induced	 or	 not	 by	 anti-sIg	 (a-sIg)	 treatment	 for	 8	 hours.	 Total	 protein	
extracts	were	prepared	and	analyzed	by	immunolabelling	with	the	indicated	antibodies.	




or	 thymidine	 (THY)	 and	 then	 EBV	 reactivation	 induced	 or	 not	 by	 anti-sIg	 (a-sIg)	























Although	 EBV-associated	 tumors	 are	 mainly	 linked	 to	 latently	 expressed	
oncogenes,	 a	 growing	 set	 of	 basic	 and	 clinical	 evidence	 suggested	 that	 EBV	 lytic	










The	 benefit	 of	 antivirals	 to	 prevent	 EBV	 primo-infection	 in	 high-risk	 patients	
and/or	PTLD	 is	 supported	by	 several	 clinical	 investigations.	Antiviral	prophylaxis	with	
ganciclovir	or	valganciclovir	resulted	in	a	significant	decrease	in	EBV	primary	infections	
in	a	group	of	EBV-negative	pediatric	renal	transplant	receiving	a	graft	from	EBV-positive	
donors	 (Höcker	 et	 al.,	 2012).	 Malouf	 and	 colleagues	 reported	 a	 reduction	 in	 the	
incidence	of	PTLD	in	high-risk	EBV-seronegative	lung	transplant	recipients	who	received	
a	 continuous,	 specific	 anti-viral	 prophylaxis	with	 acyclovir,	 valacyclovir	 or	 ganciclovir	
(Malouf	et	al.,	2002).	Another	study	reported	that	antiviral	prophylaxis	could	prevent	
late	onset	PTLD	(Ville	et	al.,	2018).	Antiviral	inhibiting	lytic	EBV	replication	may	also	be	
advantageous	 for	 treating	 epithelial	 tumors,	 such	 as	 EBV-positive	 nasopharyngeal	
carcinoma	 where	 lytic	 proteins	 have	 been	 proved	 to	 directly	 contribute	 to	
carcinogenesis	(Wu	et	al.,	2018;	Yoshizaki	et	al.,	2008).	Importantly,	antiviral	therapies	








Most	of	the	antiviral	 therapies	target	the	virus	directly,	 for	example	 impairing	
the	 activity	 of	 the	 virus-encoded	 enzymes	 and	 decreasing	 the	 virus	 production.	
However,	emerging	adaptive	mutations	of	 the	viral	genome	 leads	to	drug	resistance,	
remaining	one	of	the	major	causes	of	reduced	effectiveness	(De	Clercq	and	Li,	2016).	
Considering	 that	 viruses	 interplay	 with	 cellular	 signaling	 pathways	 (Altmann	 and	
Hammerschmidt,	 2005;	 Boulant	 et	 al.,	 2015)	 and	 rely	 on	 the	 cellular	 supply	 of	
metabolites	 to	 ensure	 productive	 infection	 (Sanchez	 and	 Lagunoff,	 2015),	 cellular	
mechanisms	 have	 gained	 increasing	 interest	 as	 targets	 for	 novel	 antiviral	 therapies	
(Planz,	2013;	Scheuch	et	al.,	2018).	Hereof,	EBV	reactivation	was	shown	to	be	repressed	
by	 the	 inhibition	 of	 Cyclin-Dependent	 Kinase	 in	 B	 cells	 (Kudoh	 et	 al.,	 2004)	 and	 by	
targeting	p38	Mitogen-Activated	Protein	Kinase	pathway	(Gao	et	al.,	2004;	Matusali	et	
al.,	 2009).	 Thereby,	 antiviral	 compounds	 targeting	 cellular	 pathways	 present	 the	
potential	of	broad-spectrum	activity	and	are	still	welcome.			
In	that	sense,	we	here	report	that	DIP,	a	safe	and	widely	used	drug,	could	prevent	
EBV	reactivation	from	B-cell	 lines	and	 inhibit	 immediate	early	protein	Zta	expression.	
Based	on	the	central	role	played	by	this	protein	in	EBV	reactivation,	its	transcriptional	




observed	 in	 three	 distinct	 situations:	 (1)	 spontaneous	 reactivation	 in	 B95.8	 cells,	 (2)	
activation	 of	 B-cell	 receptor	 in	 Akata	 cells	 and	 (3)	 induction	 by	 TGF-b	 dependent	
pathway	 in	 Mutu-I	 cells	 (Kenney	 and	 Mertz,	 2014).	 Second,	 DIP	 may	 inhibit	 the	





be	mostly	 due	 to	 its	 ability	 to	 block	 nucleoside	 import.	 This	 assumption	 is	 strongly	




could	 be	 inhibited	 by	 an	 independent	 class	 of	 equilibrative	 nucleoside	 transporters	





Palmenberg,	 2005).	 Taken	 together,	 our	 data	 as	 well	 as	 those	 published	 by	 others	
suggest	that	DIP	antiviral	activity	is	likely	to	be	a	multifactorial	process	even	if	its	ability	
to	 interfere	with	 nucleoside	uptake	 appears	 to	 be	 a	 key	determinant	 of	 its	 anti-EBV	
activity.	The	relative	importance	of	salvage	versus	de	novo	nucleotides	synthesis	for	viral	






here,	 is	 the	 fact	 that	 antiviral	 nucleosides	 analogs	 use	 different	 membranous	
transporters	to	enter	cells	than	those	targeted	by	DIP	to	block	the	nucleosides	uptake	
(Pastor-Anglada	et	al.,	2005).	Therefore,	DIP	is	likely	not	to	interfere	with	the	import	of	
this	 important	 class	 of	 antiviral	 compounds.	On	 the	 contrary,	 combining	nucleosides	
analogs	with	DIP	might	potentiate	their	antiviral	activity	by	increasing	the	incorporation	
of	their	phosphorylated	metabolites	into	the	viral	DNA.	In	that	sense,	it	was	described	






used	 in	new	clinical	 settings	 (Lagas	et	al.,	2011).	As	a	drug	 repurposing	 strategy,	DIP	






































Panels	 A	 and	 B	 show	 the	 effect	 of	 varying	 the	 time	 of	 DIP	 pre-incubation	 on	 EBV	
reactivation.	Akata	cells	were	exposed	for	0,	2	or	4	hours	to	10	µM	DIP	and	then	EBV	
reactivation	 induced	or	 not	 by	 anti-sIg	 treatment	 for	 24	h.	 Cell	 culture	 supernatants	
were	collected	after	24	h	reactivation	and	subjected	to	real-time	PCR	for	quantifying	
relative	 EBV	 production	 (virion	 release,	 panel	 A).	 Treatment	with	 anti-sIg	 alone	was	























then	EBV	 reactivation	 induced	or	not	by	2	ng/ml	TGF-b. 	 Total	protein	extracts	were	
prepared	 after	 8	 h	 reactivation	 and	 analyzed	 by	 immunolabelling	 with	 antibodies	
directed	against	 EA-D,	 Zta	 and	b-actin.	b-actin	was	used	as	 a	 loading	 control.	Digital	
images	 were	 collected,	 band	 intensities	measured	 and	 normalized	 to	b-actin	 signal.	
Treatment	with	TGF-b alone	was	considered	as	the	reference	for	EBV	reactivation	and	
the	ratio	of	either	EA-D	or	Zta	versus	b-globin	signals	were	normalized	to	1	(columns	




Panel	 F	 shows	 that	 DIP	 inhibition	 of	 EBV	 reactivation	 is	 not	 mediated	 through	 its	
phosphodiesterase	 inhibiting	 activity	 and	 cAMP/PKA	 signaling.	 As	 shown	 on	 the	
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Um	 crescente	 conjunto	 de	 evidências	 apontam	 para	 a	 implicação	 da	
desregulação	 da	 autofagia	 no	 câncer,	 onde	 as	 funções	 	 contrastantes	 de	 suprimir	 o	
processo	 oncogênico	 ou	 favorecer	 a	 progressão	 tumoral	 e	 resistência	 à	 terapia	 são	
dependentes	do	contexto	e	do	estágio	da	doença	(GALLUZZI	et	al.,	2015).	Em	tumores	
avançados,	 a	 autofagia	 suporta	 a	 sobrevivência	 em	 condições	 adversas,	 tais	 como	













condições	 frequentemente	 coexistentes	 em	 tumores	 de	 próstata	 após	 castração	
química	ou	cirúrgica.	Portanto,	diante	dessa	situação	de	estresse,	a	indução	da	autofagia	



















terapia	 antiandrogênica,	 a	 privação	 hormonal	 promove	 a	 ativação	 da	 autofagia	 pela	
indução	 da	 sinalização	 de	AMPK	 e	mTOR	 (1).	 Em	 tumores	 sensíveis	 ou	 resistentes	 à	
terapia	 antiandrogênica,	 a	 atividade	 de	 receptores	 de	 androgênio	 (AR)	 promove	 a	
transcrição	 de	 genes	 relacionados	 a	 autofagia	 (ULK1,	 ULK2,	 ATG4B	 e	 ATG4D)	 e	 do	





demonstrado	 ser	 induzido	 nas	 células	 tumorais	 de	 PCa	 por	 componentes	 do	
microambiente	 tumoral,	 levando	a	um	fenótipo	mais	 invasivo	 in	vitro	e	a	 inibição	da	
autofagia	com	cloroquina	foi	capaz	de	reduzir	a	formação	de	metástases	in	vivo	(ZHAO	
et	 al.,	 2018).	 Além	 disso,	 em	 resposta	 ao	 tratamento	 quimioterápico,	 a	 autofagia	 é	
induzida	 e	 promove	 quimioresistência	 aos	 taxanos	 em	modelos	 de	 CRPC	 (HU	 et	 al.,	
2018),	 a	 qual	 pode	 ser	 prevenida	 por	 compostos	 que	 inibem	 a	 autofagia	 através	 da	
ativação	de	mTOR	ou	inibição	do	complexo	PI3K	classe	III	(WANG	et	al.,	2018).		









que	 podem	 modular	 diversos	 estágios	 do	 fluxo	 autofágico	 e	 promover	 a	 indução,	
inibição	 ou	 bloqueio	 e	 a	 integração	 da	 resposta	 autofágica	 a	 outros	 estímulos	
(MCEWAN;	DIKIC,	2011),	abrindo	caminho	para	a	pesquisa	de	moduladores	da	autofagia	




descritos	 desse	 fármaco.	 Através	 de	 diversas	 abordagens	 metodológicas,	 a	 análise	
integrada	permite	concluir	que	tal	tratamento	bloqueia	a	autofagia	em	etapas	tardias.	
Quando	 combinado	 a	 tratamentos	 que	 induzem	autofagia,	 o	 dipiridamol	 promove	o	
acúmulo	 de	 estruturas	 autofágicas	 intermediárias,	 particularmente	 autofagossomos,	
sugerindo	um	desequilíbrio	na	progressão	do	fluxo	autofágico	sob	esta	condição.	Além	
disso,	 concomitantemente	 ao	 aumento	 da	 proteína	 LC3-II,	 o	 acúmulo	 da	 proteína	
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aumento	 de	 acidez	 ou	 do	 volume	 de	 organelas	 ácidas	 (THOMÉ	 et	 al.,	 2016).	 Já	 foi	
demonstrado	 que	 cAMP	 pode	 aumentar	 a	 acidificação	 lisossomal	 (LIU	 et	 al.,	 2012;	














foi	 excluída	utilizando	um	outro	 inibidor	de	ENTs,	o	NBMPR	 (Nitrobenzylthioinosine).	
























as	 fontes	 de	 carbono	 e	 nitrogênio,	 respectivamente	 (STEPHAN	 et	 al.,	 2009).	 Em	
condições	 de	 disponibilidade	 de	 nutrientes,	 a	 PKA	 fosforila	 Atg1	 e	 Atg13,	 inibindo	 a	
associação	 do	 complexo	 Atg1-Atg13-Atg17	 (o	 homólogo	 do	 complexo	 ULK1	 em	
mamíferos)	 ao	 PAS	 e	 formação	 do	 autofagossomo	 (BUDOVSKAYA	 et	 al.,	 2004).	 Em	
mamíferos,	apenas	um	sítio	putativo	de	fosforilação	em	ULK1	foi	sugerido	(DORSEY	et	
al.,	 2009)	 e	 não	 existem	 evidências	 de	 que	 a	 ULK1	 ou	 ATG13	 sejam	 reguladas	 por	
fosforilação	de	PKA,	mas	a	maneira	de	como	a	sinalização	da	via	cAMP/PKA	regula	a	
autofagia	 foi	 demonstrada	 ocorrer	 através	 da	 fosforilação	 das	 proteínas	 LC3	 e	
SQSTM1/p62.		
	A	fosforilação	por	PKA	da	Ser12	na	proteína	LC3B	é	suficiente	para	inibir	a	sua	









de	 autofagossomos	 ainda	 não	 foi	 demonstrado	 experimentalmente.	 As	 hipóteses	
sugerem	que	a	fosforilação	inibe	a	interação	de	LC3	com	as	proteínas	adaptadoras,	com	









agregando-os	 através	 de	 homopolimerização	 para	 permitir	 o	 carregamento	 nos	
autofagossomos	 por	 associação	 à	 proteína	 LC3,	 através	 do	 domínio	 LIR.	 Com	 isso,	 o	
efeito	 da	 fosforilação	 da	 Ser24	 da	 SQSTM1/p62	 é	 o	 defeito	 de	 polimerização	 e,	
possivelmente,	da	translocação	(com	a	carga	autofágica)	para	os	autofagossomos.		
Através	 da	 análise	 de	 fracionamento	 celular,	 observamos	 que	 o	 acúmulo	 da	
proteína	 SQSTM1/p62	 em	 resposta	 ao	 tratamento	 com	 dipiridamol	 ocorre	
predominantemente	na	fração	insolúvel	a	Triton	X-100,	sugerindo	o	acúmulo	na	forma	
polimerizada,	como	agregados	 insolúveis.	Curiosamente,	um	efeito	semelhante	 já	 foi	
observado	quando	a	proteína	LC3	 foi	 silenciada	 (SHVETS	et	al.,	2008),	 indicando	que	
uma	 redução	 do	 carregamento	 de	 oligômeros	 contendo	 SQSTM1/p62	 pode	 ser	
responsável	pelos	efeitos	observados	com	o	dipiridamol.	A	análise	ultraestrutural	por	












dipiridamol	 provocou	 efeito	 citotóxico	 e	 aumentou	 a	 sensibilidade	 a	 tratamentos	
quimioterápicos.	Utilizamos	para	isso	um	modelo	in	vitro	de	crescimento	independente	
de	ancoragem.	A	 lógica	dessa	 técnica	é	que	as	 células	dependem	do	 contato	 célula-
célula	ou	célula-matriz	para	crescer	e	se	dividir.	Por	outro	lado,	a	capacidade	de	formar	
colônias	de	maneira	 independente	de	ancoragem	está	relacionada	à	agressividade	 in	
vivo,	 como	 o	 potencial	 tumorigênico	 e	 metastático	 após	 sobreviver	 a	 anoikis	
(BOROWICZ	et	al.,	2014;	MORI	et	al.,	2009).	As	linhagens	celulares	utilizadas	possuem	
fenótipo	 invasivo	 e	 de	 alto	 potencial	 metastático	 e	 englobam	 o	 modelo	 de	 células	
sensíveis	 à	 terapia	 antiandrogênica	 sob	 privação	 hormonal,	 a	 linhagem	 LNCaP,	 e	 o	
modelo	de	células	resistentes	à	privação	androgênica,	PC3	(negativa	para	AR)	e	22Rv1	
(positiva	para	AR)	 (CUNNINGHAM;	YOU,	2015).	De	maneira	geral,	o	 tratamento	 com	
dipiridamol,	isolado	ou	combinado	aos	quimioterápicos,	reduziu	o	número	de	colônias	
formadas	 e	 o	 tamanho	 dessas	 colônias.	 Também	 demonstramos	 que	 tal	 efeito	 não	









metástases	 (FISHMAN	 et	 al.,	 2003;	 JAJOO	 et	 al.,	 2009).	 Já	 os	 receptores	 A2	 são	 os	
subtipos	predominantemente	expressos	na	maioria	das	células	imunes	e	sua	ativação	
promove	imunossupressão,	configurando	seu	papel	pró-tumoral	(OHTA,	2016).	Porém,	




reduziu	 o	 crescimento	 tumoral	 e	 a	 infiltração	 de	 células	 supressoras	 derivadas	 da	
linhagem	mieloide	(MDSCs)	(CD11b+	e	Gr1+)	e	de	macrófagos	associados	a	tumor	(TAMs)	
(CD163+	 e	 CD68+)	 (SPANO	 et	 al.,	 2013).	 No	microambiente	 tumoral,	 tanto	 os	 TAMs	






com	 possibilidade	 de	 reposicionamento	 para	 aplicação	 terapêutica.	 Nesse	 sentido,	
mostramos	que	o	bloqueio	da	autofagia	pelo	dipiridamol	prejudica	a	sobrevivência	de	
células	 de	 câncer	 de	 próstata,	 implicando	 o	 potencial	 benefício	 desse	 e	 de	 outros	







al.,	 2015).	 De	 acordo	 com	 a	 base	 de	 dados	 http://clinicaltrials.gov,	 existem	 vários	
estudos	de	fase	I	e	II	em	andamento	avaliando	a	combinação	de	HCQ	ou	CQ	com	agentes	
quimioterápicos	em	pacientes	com	diversos	tipos	de	câncer.	Uma	minoria	dos	estudos	
clínicos	 testa	 o	 tratamento	 de	 câncer	 com	HCQ	 como	 agente	 único	 e	 os	 resultados	
indicam	 que,	 na	 maioria	 dos	 casos,	 a	 monoterapia	 demonstra	 eficácia	 terapêutica	
insignificante	 (MARINKOVIĆ	 et	 al.,	 2018;	WOLPIN	 et	 al.,	 2014).	 No	 entanto,	 quando	
usada	 em	 combinações	 com	 outros	 quimioterápicos,	 em	 alguns	 tipos	 de	 câncer	 os	
resultados	demonstram	benefício	 terapêutico	 (BOONE	et	al.,	2015).	Uma	 importante	
limitação	da	CQ	e	HCQ	é	a	potência,	uma	vez	que	uma	concentração	em	micromolar	
elevado	é	necessário	para	bloquear	completamente	a	autofagia	e	causar	 impacto	no	




Portanto,	 é	 esperado	 o	 desenvolvimento	 de	 compostos	 de	 baixa	 toxicidade	 com	
potencial	aplicação	terapêutica	que	possam	alcançar	níveis	consistentes	de	inibição	da	
autofagia.	Notavelmente,	a	segurança	e	eficácia	do	dipiridamol	estão	bem	estabelecidas	
no	 contexto	 de	 doenças	 vasculares,	 tornando-o	 um	 bom	 candidato	 ao	
reposicionamento	para	investigações	em	estudos	clínicos.			
As	 primeiras	 evidências	 de	 que	 o	 dipiridamol	 aumenta	 a	 citotoxicidade	 de	
agentes	antitumorais	eram	baseadas	em	combinação	com	antimetabólitos.	Conforme	
descrito	 anteriormente,	 tal	 combinação	 possui	 o	 racional	 de	 prevenir	
concomitantemente	a	síntese	de	novo	de	nucleotídeos	e	inibir	a	via	de	salvamento.	Com	
base	nessas	evidências,	ensaios	clínicos	de	fase	I	e	fase	II	foram	realizados	em	pacientes	
com	 tumores	 refratários	 avançados,	 onde	 os	 pacientes	 receberam	 tratamentos	
combinados	de	quimioterápicos	e	dipiridamol	(BUDD	et	al.,	1990;	BURCH	et	al.,	2000;	
ISACOFF	 et	 al.,	 2007;	 RASCHKO	 et	 al.,	 2000).	 Embora	 houve	 respostas	 positivas	 em	
alguns	pacientes,	os	 resultados	não	 foram	encorajadores	o	suficiente	para	 testes	em	
estudos	de	fase	III.		
O	 potencial	 do	 dipiridamol	 como	 agente	 único	 foi	 demonstrando	 mais	
recentemente	em	um	modelo	in	vivo	de	câncer	de	mama	triplo-negativo,	onde	reduziu	
o	crescimento	tumoral	primário	e	a	 formação	de	metástases	se	administrado	por	via	
intraperitoneal,	 mas	 não	 pela	 via	 oral	 (SPANO	 et	 al.,	 2013).	 Com	 isso,	 resultados	
conflitantes	de	eficácia	podem	ser	atribuídos	à	 via	e	ao	 regime	de	administração	do	
fármaco.	Estudos	clínicos	de	fase	I	em	pacientes	com	carcinoma	ovariano	confinados	na	




sérica	 alfa-1-glicoproteína	 ácida	 (GPA)	 (CURTIN	 et	 al.,	 1999)	 e	 as	 estratégias	 para	
contornar	 essa	 ligação	 e	 melhorar	 a	 distribuição	 são	 o	 uso	 de	 análogos	 com	 baixa	
afinidade	 à	 GPA	 (CURTIN	 et	 al.,	 1999)	 e	 o	 desenvolvimento	 de	 formulações	 que	




ZEISIG;	 FICHTNER,	 2009).	 Com	 isso,	 percebe-se	 que	 são	 necessários	 estudos	 para	
aprimorar	os	parâmetros	 farmacocinéticos,	 como	via	de	administração	e	 formulação	








favoráveis	 à	 sua	 propagação,	 dentre	 as	 quais	 está	 a	 indução	 de	 vias	 sintéticas	 para	
fornecer	quantidades	suficientes	de	nucleotídeos	necessários	para	a	rápida	replicação	
viral.		
A	 alteração	 do	 metabolismo	 de	 nucleotídeos	 já	 foi	 demonstrada	 em	 células	
infectadas	por	diferentes	famílias	de	vírus.	A	infecção	por	adenovírus	leva	ao	aumento	
do	fluxo	glicolítico	para,	a	partir	de	intermediários	dessa	via,	aumentar	a	biossíntese	de	
nucleotídeos	 e	 promover	 a	 replicação	 viral	 (THAI	 et	 al.,	 2014).	 A	 infecção	 por	




o	 vírus	 reduz	 a	 glicólise	 aeróbica	 nas	 células	 hospedeiras	 e,	 com	 isso,	 o	 carbono	






no	 metabolismo	 de	 nucleotídeos	 e	 evidências	 crescentes	 sugerem	 que	 os	 pools	 de	
nucleotídeos	 gerados	 por	 essas	 enzimas	 podem	 ser	 importantes	 para	 orquestrar	 o	
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metabolismo	 do	 hospedeiro	 a	 favor	 da	 replicação	 viral	 (XIE	 et	 al.,	 2019),	 como	 por	





monofosfato,	que	 recebe	subsequentemente	mais	dois	 fosfatos	para	 ser	utilizada	na	
síntese	de	DNA	(XIE	et	al.,	2019).	A	perda	da	expressão	da	TK	viral	está	associada	com	a	
atenuação	 da	 atividade	 viral	 em	 dois	 modelos	 animais,	 reduzindo	 a	 habilidade	 de	
estabelecer	infecção,	replicar	e	de	produzir	vírions	(COLEMAN	et	al.,	2003;	SANFORD	et	
al.,	 2016).	 Juntas,	 essas	 evidencias	 apontam	 a	 relevância	 da	 via	 de	 síntese	 de	
nucleotídeos	através	da	via	salvamento	na	replicação	viral.		
Baseado	 nisso,	 na	 segunda	 parte	 do	 trabalho	 exploramos	 o	 envolvimento	 da	
captação	de	nucleosídeos	extracelulares	na	replicação	viral	focando	na	aplicação	de	uma	
hipótese	 racional	 de	 reposicionamento	 do	 dipiridamol	 como	 agente	 antiviral.	
Demonstramos	 que	 o	 dipiridamol	 reduz	 a	 reativação	 do	 ciclo	 lítico	 do	 EBV,	
comprometendo	desde	as	etapas	mais	iniciais	e	culminando	na	redução	da	replicação	
do	genoma	viral	e	da	produção	de	vírions.		
Nossos	 dados	 sugerem	 que	 a	 atividade	 antiviral	 do	 dipiridamol	 se	 deve	




demanda	 de	 nucleotídeos.	 Espera-se,	 portanto,	 que	 pela	 interferência	 na	 via	 de	
salvamento	 um	 pool	 intracelular	 reduzido	 de	 ribonucleotídeos	 tenha	 um	 grande	
impacto	na	síntese	de	novo	de	RNA,	tal	como	genes	virais	immediate	early.	É	importante	
ressaltar	 que	 o	 RNA	 celular	 que	 já	 está	 acumulado	 pode	 ser	 menos	 afetado	 pelo	
tratamento	com	dipiridamol,	dependendo	de	sua	meia-vida.	Essa	hipótese	é	compatível	
com	o	fato	de	que	o	nível	de	transcritos	de	genes	celulares	não	foram	afetados.	




de	 Zta	 resulta	 em	 grande	 parte	 da	 repressão	 da	 transcrição	 do	 seu	 gene,	 BZLF1.	 A	
repressão	da	transcrição	do	gene	BZLF1	é	suficiente	para	inibir	a	reativação	do	EBV,	uma	

























porque	 a	 grande	 maioria	 das	 drogas	 disponíveis	 atualmente	 para	 tratamento	 de	
herpesvírus	bloqueiam	essa	etapa	intermediária	do	ciclo	de	infecção	viral.	Estratégias	
eficazes	para	inibir	as	etapas	iniciais	da	reativação	lítica	do	EBV	podem	ser	valiosas	no	
tratamento	 de	 doenças	 associadas	 ao	 EBV,	 especialmente	 se	 pode	 ser	 aplicada	 de	
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maneira	 profilática,	 pelo	 fato	 da	 expressão	 das	 proteínas	 de	 fase	 lítica	 estarem	
associadas	na	patogênese	viral,	 como	demonstrado	no	desenvolvimento	de	 linfomas	
(MA	et	al.,	2011).	Nesse	sentido,	o	tratamento	antiviral	somente	se	usado	de	maneira	
profilática	para	prevenir	 a	 reativação	de	EBV	 já	 teve	 seu	benefício	demonstrado	por	
diminuir	a	ocorrência	de	doenças	linfoproliferativas	após	transplante	de	células	tronco	











antivirais	 que	 atuem	 em	 etapas	 a	 jusante	 da	 reativação	 pode	 apresentar	 benefício	
terapêutico	 ainda	maior	 para	 o	 tratamento	 de	 EBV	 e	 outros	 herpesvírus	 e	 doenças	
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